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DESCRIPCION

Cebador para el control de la reasociacién y sus usos.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un cebador para el control de la reasociacion y a sus aplicaciones. Mds particu-
larmente, la presente invencion se refiere a un cebador para el control de la reasociacion para mejorar la especificidad
de la reasociacién en la amplificacion de dcidos nucleicos y sus aplicaciones a todos los sectores de la tecnologia
implicada en la amplificacién de dcidos nucleicos.

Descripcion de la técnica relacionada

La amplificacién de dcidos nucleicos es un procedimiento crucial para una amplia diversidad de métodos en bio-
logia molecular, de manera que se han propuesto diversos métodos de amplificacién. Por ejemplo, Miller, H.I.. et al.
(documento WO 89/06700) describen una amplificacion de las secuencias de acidos nucleicos basada en la hibridacién
de una secuencia de promotor/cebador a un ADN de cadena sencilla (“ssDNA” - siglas en inglés) diana, seguido de la
transcripcién de muchas copias de ARN de la secuencia. Otros procesos de amplificacién de dcidos nucleicos cono-
cidos incluyen sistemas de amplificacién basados en la transcripciéon (Kwoh, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
86:1173 (1989); y Gingeras, T.R. et al., documento WO 88/10315).

También son conocidos sistemas basados en el ligamiento de dos 0 mds oligonucleétidos en presencia de dcidos
nucleicos que tienen la secuencia del “di-oligonucleétido” resultante, amplificando con ello el di-oligonucledtido (Wu,
D.Y. et al., Genomics 4:560 (1989)), que se denominan “Reaccién en Cadena por Ligamiento” (LCR - siglas en inglés).

Davey, C. et al. (solicitud de patente europea, n° de publicacion 329.822) describen un procedimiento de amplifi-
cacién de 4cidos nucleicos, que implica sintetizar ciclicamente ARN de cadena sencilla (“ssRNA” - siglas en inglés),
ssDNA y ADN de doble cadena (dsDNA - siglas en inglés). El ssRNA es un primer molde para un primer oligonu-
cledtido, el cual es alargado por transcriptasa inversa (ADN polimerasa ARN-dependiente). Luego, el ARN se separa
del diplex ADN-ARN resultante mediante la accién de ribonucleasa H. El ssDNA resultante es un segundo molde
para un segundo cebador, el cual incluye también las secuencias de un promotor de ARN polimerasa. Este cebador se
extiende luego mediante ADN polimerasa, dando como resultado una molécula de ADN de doble cadena (“dsDNA”),
que tiene una secuencia idéntica a la del ARN original entre los cebadores y que tiene, adicionalmente, en un extremo,
una secuencia del promotor. Esta secuencia del promotor se puede utilizar mediante la apropiada ARN polimerasa
para producir muchas copias de ARN del ADN. Estas copias pueden volver a entrar en el ciclo, conduciendo a una
amplificaciéon muy rapida.

El procedimiento, mds predominante, para la amplificacién de dcidos nucleicos, conocido como reaccién en cadena
de la polimerasa (a la que se alude en lo que sigue como una “PCR” - siglas en inglés), se basa en ciclos repetidos
de desnaturalizaciéon de ADN de doble cadena, seguido de una reasociacién del cebador de oligonucleétidos al molde
de ADN, y la extension del cebador mediante una ADN polimerasa (Mullis et al., pat. de EE.UU. n°s 4.683.195,
4.683.202 y 4.800.159; Saiki et al., 1985). Los cebadores de oligonucleétidos utilizados en la PCR estdn disefiados
para reasociarse a cadenas opuestas del ADN, y estdn situados de manera que el producto de extension, catalizado por
la ADN polimerasa, puede servir como la cadena del molde para el otro cebador. El procedimiento de amplificacién
por PCR da como resultado un incremento exponencial de fragmentos discretos de ADN, cuya longitud estd definido
por los extremos 5’ de los cebadores de oligonucleétidos.

El éxito en las amplificaciones de dcidos nucleicos, en particular la amplificacién por PCR, depende de la especifi-
cidad con la que un cebador se reasocia solamente a sus secuencias diana (y no diana) y, por lo tanto, es importante para
optimizar esta interacciéon molecular. El que un cebador se pueda reasociar solamente a su complemento perfecto o
también a secuencias que tiene uno o mas desapareamientos depende, criticamente, de la temperatura de reasociacion.
En general, cuanto més alta sea la temperatura de reasociacién, se podrd lograr una reasociacién mas especifica del
cebador a su molde perfectamente apareado y, asi, a una mayor probabilidad de s6lo una amplificacién de la secuencia
diana. Cuanto mds baja sea la temperatura, se podrdn tolerar mas desapareamientos entre el molde y el cebador, con-
duciendo a una amplificacién incrementada de secuencias no diana. El ajuste de la temperatura de reasociaciéon puede
alterar la especificidad del apareamiento entre el molde y el cebador. Por ejemplo, si no existe producto, la tempera-
tura puede ser demasiado alta y se puede disminuir. Si existen bajo control productos en los que sélo estd presente un
cebador, esto indica que el cebador sencillo se estd reasociando a méds de una regién del molde. En este caso, deberia
aumentarse la temperatura de reasociacion. Al considerar un efecto de este tipo de la temperatura de reasociacién sobre
la especificidad de reasociacion del cebador, sigue existiendo una fuerte necesidad de un sistema de un cebador para el
control de la reasociacién de acuerdo con la temperatura de reasociacion para reforzar la especificidad de reasociacién
del cebador, independientemente del disefio del cebador.

Ademas de la temperatura de reasociacion, se deberian considerar varios “pardmetros de bisqueda del cebador”,
tales como la longitud del cebador, contenido GC (guanina y citosina) y longitud del producto de la PCR (Dieffenbach
et al., 1995), para la especificidad de reasociacién del cebador. Si se empleaba un cebador, el cual satisface todos
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los pardametros, se especificaria la reasociacién del cebador, dando como resultado un refuerzo significativo de la
especificidad de reasociacién del cebador durante la amplificacion del ADN diana y la ausencia de problemas, tales
como antecedentes y productos no especificos que surgen de cebadores utilizados en los experimentos. Es usual que
cebadores bien disefados pueden ayudar a evitar una reasociacién no especifica y antecedentes, asi como distinguir
entre ADNcs o moldes genomicos en ARN-PCR.

Se han desarrollado muchas propuestas para mejorar la especificidad de reasociacion del cebador y, por lo tanto,
logran la amplificacion del producto deseado. Ejemplos son “touchdown” PCR (programa de termociclacién aplicado
ala PCR) (Don et al., 1991), comienzo caliente PCR (D’Aquila et al., 1991), PCR anidada (Mullis y Faloona, 1987)
y PCR descontaminante (Ruano ef al., 1989). También se informado por otras propuestas alternativas que diversos
compuestos “reforzadores” pueden mejorar la especificidad de la PCR. Los compuestos reforzadores incluyen pro-
ductos quimicos que incrementan la temperatura de reasociacion efectiva de la reaccién, proteinas de unién a ADN y
reactivos comercialmente disponibles. Sin embargo, no existe aditivo “mdgico” alguno que asegure el éxito en cada
PCR, y es muy tedioso testar diferentes aditivos bajo diferentes condiciones tales como temperatura de reasociacion.
A pesar de que estas propuestas han contribuido a la mejora de la especificidad para la reasociacién del cebador en
algunos casos, no han accedido fundamentalmente a una solucién del problema que surge de cebadores utilizados en
la amplificacién por PCR, tales como productos no especificos y antecedentes elevados.

En muchos casos, la secuencia del cebador no necesita ser un complemento perfecto para la secuencia del molde.
La regién del cebador que deberia ser perfectamente apareada al molde es el extremo 3’, ya que este extremo es la
region del cebador extendido por la ADN polimerasa y, por lo tanto, es el mas importante para asegurar la especificidad
de la reasociacidn a la secuencia diana correcta. El extremo 5’ del cebador es menos importante para determinar la
especificidad de la reasociacién a la secuencia diana y se puede modificar para que lleve una secuencia adicional,
tales como sitios de restriccion y secuencias de promotor que no son complementarios al molde (McPherson y Moller,
2000). Esta nocidn esta adaptada al disefio de los cebadores para el control de la reasociacién de esta invencion, segin
se describe mds abajo.

Se han utilizado ampliamente técnicas basadas en la PCR, no sélo para la amplificacién de una secuencia de ADN
diana, sino también para aplicaciones o métodos cientificos en los sectores de bisqueda biol6gica y médica tales como
PCR de transcriptasa inversa (RT-PCR - siglas en inglés), PCR de expresion diferencial) DD-PCR - siglas en inglés),
clonacién por PCR de genes conocidos o desconocidos, amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE - siglas
en inglés) y andlisis genémico basado en PCR (McPherson y Moller, 2000). Lo que sigue son solamente aplicaciones
de la PCR.

Técnicas disefiadas para identificar genes que son regulados diferencialmente por parte de células bajo diversas
condiciones fisioldgicas o experimentales (por ejemplo, diferenciacion, carcinogénesis, tratamiento farmacoldgico) se
han convertido cruciales en la biologia moderna. Un método de este tipo para el rastreo de diferencias en la expresion
de genes entre diversos tipos de células o entre diferentes fases del desarrollo de las células con la disponibilidad
de PCR se conoce como PCR de expresion diferencial (DD-PCR), descrita por Liang y Pardee en 1992. Este méto-
do utiliza combinaciones de cebadores 10-meros arbitrarios con cebadores de ADNc anclados y genera fragmentos
cuyo origen es principalmente de la cola poli(A) y se extienden aproximadamente 50-600 nucleétidos situados mas
arriba. Al combinar cebadores oligo(dT) anclados en 3’ y cebadores arbitrarios cortos en 5°, se amplifican los sub-
conjuntos del transcriptoma, los fragmentos de ADNc resultantes se separan generalmente sobre gel de poliacrilamida
desnaturalizante y se visualiza por autorradiografia.

A pesar de que este método es sencillo y rdpido y sélo requiere pequeiias cantidades de ARN total, existe un cierto
nimero de desventajas en los métodos de DD-PCR convencionales. Los modelos de bandeo diferencial son, a menudo,
deficientemente reproducibles debido al uso de cebador arbitrario corto, de manera que muchos laboratorios han
tenido dificultades para obtener resultados reproducibles con estos métodos. Se ha demostrado que al menos el 40%
de las bandas expresadas diferencialmente no es reproducible entre experimentos, incluso en manos bien entrenadas
(Bauer et al., 1994). Ademas, el modelo de expresion diferencial no puede, a menudo, ser reproducible en borrones
Northern, y el porcentaje de estos falsos positivos puede elevarse hasta el 99% (Sompayrac et al., 1995). Como una
modificacién utilizada para un alternativa, el uso de cebadores aleatorios mas largos, p. ej. de 20 bases de longitud, no
resuelve satisfactoriamente el problema de la reproducibilidad (Ito et al., 1994). Existen otros factores responsables
de la reproducibilidad, relativamente baja, de DD-PCR, tal como una cantidad insuficiente de material de partida y
una concentracién muy baja de dNTP (2-5 uM), empleado para preparar los diferentes modelos de bandeo (Matz y
Lukyanow, 1998). También es dificil detectar transcritos raros con estos métodos (Matz y Lukyanow, 1998). Ademais,
debido a que los fragmentos de ADNc obtenidos por DD-PCR son cortos (tipicamente 100-500 pb) y corresponden al
extremo 3’ del gen que representa principalmente la regién 3’ no traducida, habitualmente no contienen una porcién
grande en la region codificadora. Por lo tanto, se necesita el complejo rastreo de ADNc de longitud completa, a menos
que se obtenga una homologia significativa de secuencias, informacién sobre la clasificacién de genes y la prediccién
de la funcién (Matz y Lukyanow, 1998).

Los métodos de expresion diferencial utilizan, generalmente, técnicas de deteccion radiactivas, utilizando geles de
poliacrilamida desnaturalizantes. La deteccién radiactiva de los productos de reaccién limita el uso de esta técnica a
laboratorios con el equipo apropiado. Tiempos de exposicion relativamente largos y problemas con el aislamiento de
bandas interesantes de los geles de poliacrilamida son inconvenientes adicionales de la técnica de expresion diferen-
cial. A pesar de que recientemente se han descrito métodos de expresion diferencial no radiactivos modificados, que
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incluyen la tincién con plata (Gottschlich et al. 1997; Kociok et al., 1998), oligonucle6tidos marcados por fluorescen-
cia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997), el uso de cebadores biotinilados
(Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996) y geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (Rompf
y Kahl, 1997; Jefferies et al., 1998; Gromova et al., 1999), estos métodos han tenido s6lo un éxito limitado. Si los
productos de reaccién podrian ser simplemente detectados sobre gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio y los
resultados eran reproducibles y fiables, aumentarian grandemente la velocidad del andlisis por DD-PCR y evitarfan el
uso de la radiactividad.

Otra propuesta basada en PCR, denominada expresién diferencial fijada como objetivo utiliza un cebador de oligo-
nucledtidos que dirige la amplificacién de miembros de la familia de multigenes con dominios de proteinas conserva-
dos. Las familias de genes son grupos de genes que, a menudo, se caracterizan funcionalmente por un tipo particular
de funcién asumida por los productos génicos en una célula y que estructuralmente tienen una o mds regiones con-
servadas (dominios) en comun. Ejemplos de familias de genes incluyen la caja MADS y la familia homogénea, asi
como familias de factores de transcripcién adicionales. Las familias de genes de ciclina, citoquina y globina son ejem-
plos de interés médico. La Base de datos Prosite proporciona una lista de proteinas que tienen dominios y motivos
de secuencias en comun. El oligonucleétido utilizado en la PCR puede ser un cebador especifico que se utiliza a una
temperatura de reasociacion baja o, como es mds a menudo el caso, una mezcla de cebadores degenerada para uso a
rigurosidades mayores (Stone y Wharton, 1994). Sin embargo, las amplificaciones utilizando cebadores degenerados
pueden ser, a veces, problemdticas y pueden requerir una optimizacién. Es importante mantener la temperatura de
reasociacién lo mds elevada posible para evitar una amplificacién extensiva no especifica, y una buena regla general
es utilizar una temperatura de partida de 55°C. En general, es dificil mantener esta regla, ya que cebadores degene-
rados deberian disefiarse sobre la base de secuencias de aminodcidos o secuencias de dominio conservado en calidad
de una condicién previa. Con el fin de generar una relacién satisfactoria entre cebador degenerado y temperaturas de
reasociaciéon en esta propuesta. se requiere utilizar un cebador para el control de la reasociacion que pueda tolerar
la alternancia de temperatura de reasociacion, en particular una temperatura particularmente elevada, tal como 68°C,
independientemente del disefio del cebador.

Todavia otra técnica basada en PCR es PCR cebada arbitrariamente (AP-PCR - siglas en inglés) para la huella
de ARN. Una gran solidez de métodos de AP-PCR es su simplicidad (Welsh y McClelland, 1991; Williams et al.,
1990). La AP-PCR utiliza un cebador sencillo o un par de cebadores, en donde los cebadores son 10-meros 6 18-
meros en calidad de cebador més largo. Este método se ha utilizado previamente para proporcionar huellas de ADN
de lineas de células hibridas (Ledbetter et al., 1990) y regiones gendmicas particulares (Welsh y McClelland, 1991;
Williams et al., 1990). Proporciona una herramienta muy util para el andlisis del genoma en bacterias, hongos y
estudios de identificacién y de poblacion de plantas, en que los materiales aislados individuales se pueden comparar
rdpidamente. Por ejemplo, se pueden utilizar en forma de una herramienta para identificar organismos patégenos o
la aparicién de cepas particulares o patotipos. Cominmente, la AP-PCR utiliza un cebador sencillo para iniciar la
sintesis de ADN de regiones de un molde, en que el cebador se aparea de modo imperfecto. Con el fin de que esto
funcione, los ciclos iniciales se han de realizar a baja rigurosidad (37-50°C), normalmente para los primeros cinco
ciclos, lo que permite una reasociacioén del cebador a sitios imperfectos a lo largo del genoma. Luego se incrementa
la rigurosidad (55°C) como para la amplificacién estandar por PCR y se deja que la reaccion prosiga durante 30-35
ciclos adicionales. La AP-PCR no se recomienda para uso en aplicaciones tales como prueba de paternidad en que
se demandan resultados inequivocos, ya que se producen ocasionalmente productos no parentales. A pesar de que se
han desarrollado propuestas de AP-PCR alternativas, incluida la AP-PCR anidada, (McClelland et al., 1993; Ralph et
al., 1993), sigue siendo de principal preocupacién el tema de la reproducibilidad. Una preocupacion es que el modelo
puede variar de dia a dia o de laboratorio a laboratorio (véase, p. €j., Meunier y Grimont, 1993).

Todavia otra aplicacién basada en PCR es la tecnologia RACE (amplificacion rdpida del extremo de ADNc - siglas
en inglés). RACE es un proceso para la amplificacién de regiones de ADNc que corresponden al extremo 5° 6 3’
de ARNm (Frohman et al., 1988) y se ha utilizado para aislar con éxito transcritos raros. El cebador especifico para
genes se puede derivar de datos de la secuencia de un ADNCc parcial, exén genémico o péptido. En 3’ RACE, la cola
poliA de moléculas de ARNm se explota como un sitio de cebado para la amplificaciéon por PCR. Los ARNms se
convierten en ADNcs utilizando transcriptasa inversa y un cebador oligo-dT, tal como se conoce en la técnica. Los
ADNCcs generados se pueden luego amplificar directamente por PCR utilizando un cebador especifico para genes y un
cebador que se reasocia a la regién poliA.

El mismo principio que 3’ RACE se aplica al 5’ RACE, pero no existe la cola poliA. Asi, 5° RACE se prepara
marcando el extremo 5° de un ADNc por medio de métodos diferentes (Fromont-Racine et al., 1993; Schaefer, 1995;
Franz et al., 1999). La mayoria de las propuestas para la 5 RACE, tales como adicién de cola homopolimera y adicién
de cola anclada por ligamiento requieren un conjunto de reacciones enzimaticas después de la complecion de la sintesis
de ADNc de la primera cadena (Schaefer, 1995). Cada etapa enzimatica tiene el potencial de introducir fallos y de
destruir la integridad del ADNc. Recientemente, se ha introducido una alternativa, la denominada propuesta CapFinder
(Chenchik et al., 1998; Chenchik et al. pat. de EE.UU. n°s 5.962.271 y 5.962.272). La técnica se basa en funciones
duales de las transcriptasas inversas: una es la actividad de transferasa terminal para afiadir nucleétidos sin molde al
extremo 3’ de un ADNc y la otra es la actividad de conexion del molde para conmutar un molde a un segundo molde.
Esta propiedad se utiliza durante el ciclo vital del retrovirus (Clark, 1988; Kulpa et al., 1997). La transcriptasa inversa
(RT - siglas en inglés) del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV) afiade, a menudo, tres a cuatro residuos de
citosina derivados de no molde al extremo 3’ de ADNcs recientemente sintetizados en presencia de magnesio o alto
contenido en magnesio (Schmidt y Moeller, 1999). Esta propuesta permite la amplificacién de ADNcs de longitud
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completa, ya que la RT de M-MLYV ailade residuos C preferentemente al ADNc si ARNm completo (con casquetes)
sirve como molde.

Sin embargo, la propuesta CapFinder para los experimentos 5° RACE no podia estar exenta de problemas de
antecedente, tal como la difusién de ADN que surge de la contaminacién del CapFinder y los cebadores oligo-dT, que
se utilizan en la sintesis de ADNc (Chenchik et al., 1998). Incluso cantidades residuales de estos cebadores dan como
resultado un antecedente alto, ya que, de manera ideal, ambos encajan en todos los ADNCcs presentes en la mezcla
de reaccion. Ademas, 3’-RACE y la amplificacién del ADNc de longitud completa tienen los mismos problemas de
fondo debido a la contaminacién de cebadores utilizados para la sintesis de ADNc en la cual generan productos no
especificos en la reaccion PCR (Chenchik et al., 1998). Se han introducido recientemente nuevas propuestas para
superar los problemas anteriores. Una propuesta es la PCR de eliminacion (step-out PCR) para suprimir productos de
PCR indeseados (Matz et al., 1999), pero se ha indicado que esta propuesta sigue dejando una mancha de ADN mads
que un ADN sencillo (Schramm et al., 2000). Otra propuesta que se ha introducido mds recientemente es utilizar la
sintesis de ADNc en fase sdlida y procesos para separar todos los contaminantes utilizados en la sintesis de ADNc
(Schramm et al., 2000), pero el inconveniente principal de esta técnica es que es costosa y larga al requerir la sintesis
de ADNCc en fase sélida y procesos ulteriores. Por lo tanto, se requieren estrategias mds eficaces, simples, rapidas y
no costosas para eliminar por completo los problemas que surgen de la contaminacién de los cebadores, tales como el
cebador oligo-dT o CapFinder utilizados para la sintesis de ADNc.

Ademads de las tecnologias RACE, en las actuales tecnologias para la construccién de genotecas de ADNCc, los
extremos 5’ de los genes tienden a estar sub-representados en poblaciones de ADNc, en especial en los casos en los
que se utiliza un cebador poli(dT) durante la sintesis de la primera cadena del ADNc y se limita el material de partida.
A pesar de que se ha desarrollado un cierto nimero de de diferentes propuestas para superar este problema, la mayoria
adolecen de limitaciones comunes que producen ADNcs de longitud completa o ADNcs enriquecidos en 5’ con un
cierto nimero de problemas inherentes. Estas propuestas son complejas o costosas y largas al requerir multiples etapas
enzimdticas y/o no son pronunciadamente sensibles (Carninci, et al., 1°997; Suzuki et al., 1997; Guegler et al., pat. de
EE.UU. n° 6.083.727 y 6.326.175; Hayashizaki, pat. de EE.UU. n° 6.143.528). Por lo tanto, existe un interés continuo
en el desarrollo de métodos mejorados para generar ADNcs de longitud completa o enriquecidos en 5°, en particular
con el material de partida limitado.

La PCR multiplex es otra variante de PCR, en la cual se puede amplificar simultdneamente mas de una secuencia
diana con mds de un par de cebadores en la misma reaccién. Desde su primera descripciéon en 1988 (Chamberlain
et al., 1988), este método ha sido aplicado con éxito en muchos sectores del testado de ADN, incluidos andlisis de
la delecién de genes (Anénimo, 1992; Henegaria, et al., 1994), andlisis de mutaciones y polimorfismos (Shuber et
al., 1993; Mutirangura, et al., 1993), andlisis cuantitativo (Zimmermann et al., 1996) y deteccién de ARN (Zou et
al., 1998). En el campo de las enfermedades infecciosas, la técnica ha demostrado ser un método valioso para la
identificacién de virus, bacterias, hongos y/o pardsitos.

Sin embargo, los resultados obtenidos con una PCR multiplex se ven, frecuentemente, complicados por los ar-

tefactos del proceso de amplificacién. Estos incluyen resultados “falsos-negativos” debidos al fallo de la reaccién y
resultados “falsos-positivos”, tales como la amplificacién de productos falsos, que puede ser provocada por la reasocia-
cion de los cebadores a secuencias que estan relacionadas, pero que son distintas de las secuencias de reconocimiento
verdaderas. Para uso en la PCR multiplex, deberfa disefiarse un cebador de manera que sus cinéticas de hibridacién
predichas son similares a los de otros cebadores utilizados en la reaccién multiplex de la muestra. Mientras que la tem-
peratura de reasociacion y las concentraciones de los cebadores se pueden calcular en cierta medida, generalmente las
condiciones han de determinarse empiricamente para cada reaccion multiplex. Dado que la posibilidad del cebado no
especifico aumenta con cada par de cebadores adicional, las condiciones deben modificarse segtin sea necesario a me-
dida que se afiadan conjuntos individuales de cebadores. Ademads de ello, los artefactos que resultan de la competencia
por los recursos (p. ej. agotamiento de cebadores) aumentan en la PCR multiplex, dado que con cada ciclo aumentan
las diferencias en los rendimientos de fragmentos desigualmente amplificados. Asi, la optimizacién de las condiciones
de la reaccién para la PCR multiplex pueden convertirse en laboriosas y largas. Dado que las diferentes PCRs multiplex
pueden tener condiciones de reaccidén Unicas, puede hacerse muy costoso el desarrollo de nuevos tests diagndsticos.

Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de cebadores que permitan disefiar y llevar a cabo reacciones PCR
multiplex sin elaborar etapas de optimizacién, independientemente de las propiedades potencialmente divergentes de
los diferentes cebadores utilizados. Ademads, existe la necesidad en la técnica de cebadores que permitan reacciones
PCR multiplex que, bajo las mismas condiciones de reaccién, producen simultineamente cantidades equivalentes de
cada uno de muchos productos de amplificacién.

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs - siglas en inglés), las variaciones genéticas mds comunes encontradas
en el genoma humano, son importantes marcadores para identificar loci asociados a la enfermedad y para estudios
farmaco-genéticos (Landegren et al., 1998; Roses, 2000). SNPs aparecen en el genoma humano con una media de una
vez cada 1000 pb y totalizando > 3 millones. Se ha utilizado una diversidad para detectar SNPs. Sin embargo, uno de
los cuellos de botella claves es la amplificacién de ADN. Ensayos mas actuales incluyen una etapa que produce muchas
copias de un segmento corto del ADN de muestra que abarca cada SNP diana. Esta amplificacion es habitualmente
necesaria, ya que a partir de muestras clinicas tipicas se pueden recolectar solamente pequefias cantidades de ADN.
También, la amplificacién mejora la relacién sefial-a-ruido de los ensayos, aumentando la fiabilidad de la deteccién.
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La mayoria de las técnicas de deteccién del genotipo logran esta amplificacién utilizando una PCR. De modo mas
importante, la especificidad de la amplificacién por PCR es critica en la aplicacién de la PCR en en la deteccion del
genotipo de SNP. Por lo tanto, seria beneficioso que estén disponibles métodos para mejorar la especificidad de la PCR
y se apliquen al desarrollo del ensayo para la deteccién del genotipo de SNP. También seria beneficioso que este tipo
de métodos sean capaces de proporcionar andlisis multiples en un solo ensayo (ensayos multiplex).

Tal como se ha descrito antes, todos estos métodos y técnicas que implican la amplificacion de acidos nucleicos,
en particular la amplificacién por PCR, no podrian estar completamente libres de las limitaciones y problemas que
resultan de la no especificidad de cebadores utilizados en cada método, tales como falsos-positivos, reproducibilidad
deficiente, antecedentes altos, etcétera, a pesar de que se han introducido continuamente propuestas mejoradas a cada
método. Por lo tanto, existe una necesidad de un nuevo cebador para mejorar la especificidad de la reasociacién y de
métodos, que pueden dar origen a resultados verdaderos.

A lo largo de esta solicitud se hace referencia a diversas patentes y publicaciones y se proporcionan citas entre
paréntesis.

Sumario de la invencién

Intentando resolver los problemas de un cebador convencional de este tipo y diversos métodos que implican una
amplificacion de dcidos nucleicos, el autor de la presente invencién ha desarrollado un nuevo cebador para el control
de la reasociacién que pueda permitir la amplificacién de dcidos nucleicos con una especificidad mucho més alta y sus
aplicaciones ilimitadas en todos los sectores de la tecnologia basada en la amplificacion de dcidos nucleicos.

Por consiguiente, es un objeto de esta invencién proporcionar un cebador para el control de la reasociacién para
mejorar la especificidad de reasociacién en la amplificacién de acidos nucleicos.

Es otro objeto de esta invencion proporcionar un método para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos a partir
de un ADN o una mezcla de 4cido nucleicos como molde.

Es todavia otro objeto de esta invencién proporcionar un método para amplificar selectivamente una secuencia de
dcidos nucleicos diana a partir de un ADN o una mezcla de 4cido nucleicos como molde.

Es un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para amplificar selectivamente una secuencia de
dcidos nucleicos diana a partir de un ARNm.

Es todavia un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para detectar ADN complementario
ARNm expresado diferencialmente en dos o mds muestras de dcidos nucleicos.

Es otro objeto de esta invencion proporcionar un método para amplificar rdpidamente un fragmento de ADNc diana
que comprende una regién de ADNc correspondiente a la regién del extremo 3’ de un ARNm.

Es todavia otro objeto de esta invencién proporcionar un método para amplificar rdpidamente un fragmento de
ADNCc diana que comprende una regién de ADNc correspondiente a la region del extremo 5’ de un ARNm.

Es un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para amplificar una poblacién de ADNcs de doble
cadena, de longitud completa, complementarios a ARNms.

Es todavia un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para amplificar ADNcs de doble cadena,
enriquecidos en 5°, complementarios a ARNms.

Es otro objeto de esta invencién proporcionar un método para amplificar mas de una secuencia de nucleétidos
diana simultdneamente.

Es todavia otro objeto de esta invencidn proporcionar un método para producir una huella de ADN de ADNg.

Es todavia otro objeto de esta invencién proporcionar un método para producir una huella de ARN de una muestra
de ARNm.

Es un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para identificar un segmento de homologia
conservada en una familia de multigenes.

Es todavia un objeto adicional de esta invencién proporcionar un método para identificar una variacién de nucle6-
tidos en un 4cido nucleico diana.

Es otro objeto de esta invencidn proporcionar un método para la mutagénesis en un acido nucleico diana.

Es todavia un objeto adicional de esta invencidn proporcionar un kit que comprende un cebador para el control de
la reasociacion.
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Es un objeto adicional de esta invencién proporcionar kits para una diversidad de métodos que implican la ampli-
ficacion de dcidos nucleicos.

Es todavia un objeto adicional de esta invencién proporcionar un uso de un cebador para el control de la reasocia-
cién para un procedimiento que implica la amplificacién de 4cidos nucleicos.

Otros objetos y ventajas de la presente invencion resultardn evidentes a partir de la descripcion detallada que sigue,
tomada en unién con las reivindicaciones y los dibujos anejos.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1A y 1B muestran representaciones esquematicas para amplificar selectivamente un dcido nucleico diana
de un ADN de doble cadena (1A) o ARm (1B), utilizando el ACP de la presente invencion.

Las Figs. 2A y 2B muestran representaciones esquemdticas para identificar genes diferencialmente expresados,
utilizando el ACP de la presente invencion.

La Fig. 3 muestra una representacion esquematica para amplificar un fragmento de ADNc diana que comprende la
region del extremo 3’ de ARNm, utilizando el ACP de la presente invencién.

Las Figs. 4A y 4B muestran representaciones esquematicas para amplificar un fragmento de ADNc diana que com-
prende la regién del extremo 5’ correspondiente al extremo 5° de ARNm, utilizando el ACP de la presente invencion.
El cebador oligo dT (4A) o aleatorio (4B) se utiliza como un cebador de la sintesis de ADNc de la primera cadena.

La Fig. 5 muestra una representacion esquematica para amplificar moléculas de ADNc de longitud completa,
complementarias a las moléculas de ARNm, utilizando el ACP de la presente invencion.

La Fig. 6 muestra una representacion esquemadtica para amplificar moléculas de ADNc enriquecidas en 5°, com-
plementarias a las moléculas de ARNm que comprenden la informacién en el extremo 5°, utilizando el ACP de la
presente invencion.

La Fig. 7A muestra una representacién esquemdtica para detectar un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP),
utilizando el ACP de la presente invencion.

La Fig. 7B muestra otra representacion esquemadtica para detectar un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP),
utilizando el ACP de la presente invencion.

La Fig. 8 es una fotografia en gel de agarosa para mostrar el efecto de un grupo desoxiinosina situado entre las
porciones extremas 3’ y 5’ de ACP. E1 ADNc se amplificé utilizando ARN total aislado de tejidos de concepto en E4.5
(pistas 1 y4), E11.5 (pistas 2y 5) y E18.5 (pistas 3 y 6), con un conjunto de los dT,,-JYC2 (SEQ ID N° 29) y ACP10
(pistas 1-3)(SEQ ID N° 13) y un conjunto de los dT,,-ACP1 (SEQ ID N° 30) y ACP10 (pistas 4-6), respectivamente.

La Fig. 9 es una fotografia en gel de agarosa para mostrar el efecto de residuos desoxiinosina situados entre las
porciones extremas 3’ y 5° de ACP en asociacion con la alteracion del nimero de desoxiinosina durante la PCR. Las
pistas 0, 2, 4, 6 y 8 representan el niimero de residuos desoxiinosina, respectivamente.

La Fig. 10A es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los resultados de amplificaciones por PCR en dos
fases para Esx/, utilizando un conjunto de cebadores EsxN7 y EsxC6 (pista 1) y un conjunto de cebadores EsxN7-
ACP y EsxC6-ACP (pista 2).

La Fig. 10B es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los resultados de amplificaciones por PCR en dos
fases para EsxI, utilizando EsxN1 (pista 1), EsxC2 (pista 2), un conjunto de EsxN1-ACP y EsxC2 (pista 3), y un
conjunto de EsxN1-ACP y EsxC2-ACP (pista 4).

La Fig. 10C es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los resultados de amplificaciones por PCR en dos
fases para EsxN3 y EsxC5 (pistas 1 y 2) y un conjunto de EsxN3-ACP y EsxC5-ACP (pista 3).

La Fig. 10D es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los resultados de amplificaciones por PCR en dos
fases, continuas, para Esx/, utilizando el cebador EsxN1 (pista 1), EsxC2 (pista 2), un par de EsxN1 y EsxC2 (pista
3), y un par de EsxN1-ACP y EsxC2-ACP (pista 4).

La Fig. 11A es una fotograffa en geles de agarosa para mostrar ejemplos del ACP utilizado para detectar ARNms
diferencialmente expresados durante el desarrollo embridnico, utilizando diferentes fases de tejidos de concepto de
ratén. Los ADNcs se amplificaron utilizando ARN total aislado de tejidos de concepto en E4.5 (pista 1), E11.5 (pista 2)
y E18.5 (pista 3), con un conjunto de ACP3 (SEQ ID N° 3) y dT,,-ACP1. Las bandas indicadas por flechas representan
los fragmentos de ADNc amplificados a partir de ARNms diferencialmente expresados. Los nimeros de las flechas
indican los fragmentos de ADNc utilizados como sondas en el andlisis del borrén Northern de la Fig. 13.
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La Fig. 11B es una fotografia en geles de agarosa para mostrar ejemplos del ACP utilizado para detectar ARNms
diferencialmente expresados durante el desarrollo embridnico, utilizando diferentes fases de tejidos de concepto de
ratén. Los ADNcs se amplificaron utilizando ARN total aislado de tejidos de concepto en E4.5 (pistas 1-2 y 7-8),
E11.5 (pistas 3-4 y 9-10) y E18.5 (pistas 5-6 y 11-12), con un conjunto de ACP5 (SEQ ID N° 5) y dT,,-ACP1 (las
pistas 1-6) y un conjunto de ACP5 (SEQ ID N°5) y dT,,-ACP1 (pistas 7-12), respectivamente. Las bandas indicadas
por flechas representan los fragmentos de ADNc amplificados a partir de ARNms diferencialmente expresados. Los
nimeros de las flechas indican los fragmentos de ADNc utilizados como sondas en el andlisis del borrén Northern de
la Fig. 13.

La Fig. 11C es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los productos de ADNc amplificado, obtenidos a
partir de diferentes fases de tejidos de concepto de ratén (E4.5: pistas 1y 2; E11.5: pistas 3 y 4; E18.5: pistas S y 6),
utilizando un conjunto de cebadores ACP10 y dT,,-ACP.

La Fig. 11D es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los productos de ADNc amplificado, obtenidos a
partir de diferentes fases de muestras de concepto de raton (E4.5: pistas 1y 2; E11.5: pistas 3 y 4; E18.5: pistas 5 y 6),
utilizando un conjunto de cebadores ACP14 y dT,,-ACP1.

La Fig. 12A es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los productos de ADNc amplificado, obtenidos a
partir de diferentes fases de muestras de concepto de ratén (E4.5: pista 1; E11.5: pista 2; E18.5: pista 3) mediante
amplificacion por PCR en dos fases y de una parada, utilizando un conjunto de cebadores ACP10 y JYC5-T,s-ACP.

La Fig. 12B es una fotografia en gel de agarosa para mostrar los productos de ADNc amplificado, obtenidos a
partir de diferentes fases de muestras de concepto de ratén (E4.5: pista 1; E11.5: pista 2; E18.5: pista 3) mediante
amplificacion por PCR en dos fases y continua, utilizando un conjunto de cebadores ACP10 y JYCS5-T5-ACP.

La Fig. 13 muestra el andlisis del borrén Northern de seis fragmentos de ADNc amplificados a partir de ARNms
diferencialmente expresados durante el desarrollo embriénico. Los seis fragmentos marcados con **P, indicados por
flechas en la Fig. 11, se utilizaron como sondas para el andlisis del borrén Northern. Las flechas 1, 2, 3,4, 5 y
6 son DEG1 (Fig. 13A), DEG3 (Fig. 13B), DEG2 (Fig. 13C), DEGS8 (Fig. 13D), DEGS (Fig. 13E) y DEG7 (Fig.
13F), respectivamente, en donde los resultados del andlisis de la secuencia de DEG se muestran en la Tabla 1. DEG2
(SEQ ID N° 31) y DEGS (SEQ ID N° 32) se han destapado como nuevos genes (Tabla 2). Los paneles de control
(la parte inferior de cada panel) muestra a cada uno de los geles antes de la transferencia, tefiido con bromuro de
etidio y fotografiado bajo luz UV, demostrando niveles similares de ARNr 18S y 28S en calidad de un control de
carga.

La Fig. 14 muestra los modelos de expresion de un nuevo gen, DEGS, en una fase completa de concepto de ratén.
El anélisis del borrén Northern se realizé utilizando el fragmento de ADNc de DEGS radiomarcado en calidad de una
sonda. El ARN total (20 ug/pista) se prepar6 a partir de conceptos de ratones en los tiempos de gestacion segiin se
indica. El panel de control en la parte inferior muestra un gel antes de la transferencia.

La Fig. 15 es una fotografia en gel de agarosa para mostrar la diferencia entre la 3’-RACE convencional (pista 1)
y la 3’-RACE basada en ACP (pista 2) con respecto a 3’-RACE beta-actina.

La Fig. 16 es una fotografia en gel de agarosa para mostrar la diferencia entre métodos CapFinder y métodos
basados en ACP para JunB de ratén (pistas 1 y 2) y la 5’-RACE beta-actina (pistas 3 y 4), utilizando el cebador
convencional (pistas 1 y 3) y ACP (pistas 2 y 4), respectivamente.

La Fig. 17 es una fotografia en gel de agarosa para mostrar la diferencia entre métodos CapFinder y métodos
basados en ACP para 5’-RACE PLP-C alfa de ratén, utilizando el cebador convencional (pista 1) y ACP (pistas 2, 3 y
4), respectivamente.

La Fig. 18 muestra los resultados de andlisis Northern virtual mediante los métodos CapFinder o métodos basados
en ACP para la amplificacién de ADNc de GAPDH de longitud completa de ratén.

La Fig. 19 muestra fotografias en gel de agarosa para mostrar los resultados de huellas genémicas de 7 manchas
de rat6n, utilizando dos conjuntos diferentes de ACPs arbitrarios.

La Fig. 20 muestra fotografias en gel de agarosa para mostrar los productos amplificados de PCR multiplex por los
métodos convencionales (A) o métodos basados en ACP (B) para la amplificacion de tres dcidos nucleicos diana.

La Fig. 21 muestra fotografias en gel de agarosa para mostrar los productos amplificados de PCR multiplex por
los métodos convencionales (A) o métodos basados en ACP (B y C) para la amplificacién de cuatro dcidos nucleicos
diana. La multiplex basada en ACP se realiz6 mediante amplificacion por PCR en dos fases de una parada (B) o
continua (C).

La Fig. 22 muestra una fotografia en gel de agarosa para mostrar los resultados de la amplificacién especifica para
alelos para un SNP en el exén 4 del gen TP53 humano utilizando ACP.
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La Fig. 23 muestra seis fotografias en gel de agarosa que muestran los resultados de amplificaciones especificas
para alelos para seis SNPs adicionales, cada uno de ellos presente en diferentes genes, tales como el receptor beta-
2 adrenérgico (ADRB2) (A), receptor 5 de quimioquina (motivo c-c) (CCRS5)(B), receptor de interleucina-13 (C),
molécula-1 de la adhesion de leucocitos (LAM-1) (D), receptor 3 de taquiquinina (TACR3) (E) e interleucina-1, beta
(IL1B) (F).

Descripcion detallada de esta invencion

La presente invencion se dirige, en general, a (a) un cebador para el control de la reasociacion para la especificidad
de la amplificacién de 4cidos nucleicos y (b) a sus aplicaciones. El cebador para el control de la reasociacién de
esta invencién (al que se alude en lo que sigue como “ACP”) permite controlar la reasociacién de un cebador en
unién con la temperatura de reasociacién, de modo que se puede mejorar significativamente la especificidad de la
amplificacion de dcidos nucleicos (en particular 1a PCR). El principio del ACP se basa en la composicién de un cebador
de oligonucleétidos con porciones distintas en los extremos 3’ y 5°, separadas por al menos tres bases universales
o bases no discriminatorias. El autor de esta invencién ha descubierto que el grupo de bases universales o bases
no discriminatorias, situado entre las porciones en los extremos 3’ y 5° actia como un regulador para el control
de la reasociacion del cebador a un 4cido nucleico molde asociado con la temperatura de reasociacién durante la
amplificacion de dcidos nucleicos. La presencia de un grupo residual de bases universales o no discriminatorias situado
entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ interrumpe la reasociacion de la porcién en el extremo 5°, asi como limita
la reasociacién del cebador a la porcién en el extremo 3’ a determinadas temperaturas de reasociacion, lo que resulta
en una mejora drastica de la especificidad de la reasociacién. Se disefia un grupo de bases universales situado entre las
porciones en los extremos 3’ y 5’ de ACP para definir cada porcion. Por estos motivos, el ACP es fundamentalmente
diferente de los cebadores convencionales en términos de la funcién para mejorar la especificidad de la reasociacién
bajo condiciones de rigurosidad particulares durante la amplificacion de 4cidos nucleicos.

El ACP de esta invencidn es significativamente eficaz y ampliamente accesible a aplicaciones basadas en la ampli-
ficacién de acidos nucleicos. También, por parte del ACP se pueden resolver fundamentalmente diversos problemas
relacionados con la especificidad de la reasociacién del cebador en las técnicas de PCR convencionales. Los beneficios
principales a obtener del uso del ACP durante la amplificacién de dcidos nucleicos (en particular la PCR) son como
sigue:

(a) dado que la presencia de un grupo residual de base universal situado entre las porciones en los extremos 3’ y
5’ restringe la porcidén de reasociacioén del cebador a la porcién en el extremo 3’ en condiciones tales que la porcién
en el extremo 3’ se reasocia al molde, se puede controlar con precision la secuencia de reasociacién de un cebador,
lo que hace posible disefiar un cebador con un nimero deseado de secuencias de reasociacion. Es particularmente util
cuando se ha de limitar una porcién de reasociacién de un cebador (p. ej., deteccion del genotipo de un polimorfismo
de un solo nucleétido (SNP), rastreo de microdisposiciéon de ADN y deteccion de genes diferencialmente expresados);

(b) dado que la presencia de un grupo residual de base universal situado entre las porciones en los extremos 3’ y 5’
interrumpe la reasociacién de la porcién en el extremo 5° al molde en condiciones tales que la porcién en el extremo
3’ se reasocia al molde, finalmente la porcién en el extremo 5° no implicada en la reasociacién proporciona la porcién
en el extremo 3’ con una especificidad de la reasociacion del cebador;

(c) la especificidad de la reasociacién del cebador es muy sensible, lo suficiente como para detectar un desaparea-
miento de una sola base. Asi, es particularmente util para la identificacién de una variacién de un nucledtido en un
dcido nucleico diana, incluidos, por ejemplo, polimorfismos de un solo nucle6tido y mutaciones puntuales;

(d) el ACP es capaz de proporcionar un cebador con una alta tolerancia en los “pardmetros de buisqueda del
cebador” para el disefio del cebador, tales como longitud del cebador, temperatura de reasociacion, contenido GC y
longitud del producto de PCR;

(e) el sistema ACP proporciona amplificaciones por PCR en dos fases que permiten que los productos sean exclui-
dos de una amplificacién no especifica;

(f) aumenta la eficacia de una amplificacién por PCR, lo que hace mads facil detectar ARNms raros; y

(g) aumenta la reproducibilidad, lo que ahorra una gran cantidad de tiempo y coste.

Principio del ACP

En un aspecto de esta invencién se proporciona un cebador para el control de la reasociacién para mejorar la
especificidad de la reasociacion en la amplificacion de 4dcidos nucleicos, que comprende: (a) una porcion en el extremo
3’ que tiene una secuencia de nucledtidos hibridante, esencialmente complementaria a un sitio en un dcido nucleico
molde para hibridarse con la misma; (b) una porcidn en el extremo 5’ que tiene una secuencia de nucleétidos arbitraria
preseleccionada, esencialmente no complementaria a sitio alguno en dicho 4cido nucleico molde; y (c) una porcién de
regulador situada entre dicha porcion en el extremo 3’ y dicha porcién en el extremo 5’ que comprende al menos tres
bases universales contiguas o andlogos de bases no discriminatorias, en donde dicha porcién de regulador tiene una
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T,, inferior a dicha porcién en el extremo 3’ y dicha porcién en el extremo 5°, y en donde dicha porcién de regulador
es capaz de regular una porcién de reasociacién de dicho cebador en asociacién con la temperatura de reasociacion.

El principio del ACP se basa en la composiciéon de un cebador de oligonucledtidos que tiene porciones en los
extremos 3’ y 5’ distintas separadas por una porcion de regulador que comprende al menos tres bases universales o
bases no discriminatorias y el efecto de la porcién de regulador en las porciones en los extremos 3’ y 5° en el cebador
de oligonucledtidos. La presencia de la porcién de regulador que comprende al menos tres bases universales o bases
no discriminatorias entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ del ACP actiia como un factor principal que es el
responsable de la mejora de la especificidad de reasociacion del cebador.

El término “molde” se refiere a 4cido nucleico. La expresion “dcido nucleico” es un polimero desoxirribonucleétido
o ribonucleétido en forma de cadena sencilla o doble, incluidos andlogos conocidos de nucleétidos naturales, a menos
que se indique de otro modo. Por lo tanto, el ACP de esta invencidn se puede emplear en la amplificacién de dcidos
nucleicos utilizando como molde ADNg, ADNc o ARNm de cadena sencilla o doble. El término “porcién” utilizado
en esta memoria en unién con el cebador de esta invencion se refiere a una secuencia de nucledtidos separada por una
porcién de regulador. La expresion “porcién en el extremo 3°” o “porcidn en el extremo 57 se refiere a una secuencia
de nucledtidos en el extremo 3’ o el extremo 5° del cebador de esta invencién, respectivamente, que estd separada por
la porcién de regulador.

El término “cebador”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un oligonucledtido, ya sea que aparece de
forma natural o se produce de forma sintética, que es capaz de actuar como un punto de inicio de la sintesis cuando se
coloca en condiciones en las que se induce la sintesis del producto de extensién del cebador que es complementario
a una cadena de 4cido nucleico (molde), es decir, en presencia de nucledtidos y un agente para la polimerizacion,
tal como ADN polimerasa, y a una temperatura y pH adecuados. El cebador es, preferiblemente, de cadena sencilla
para lograr una eficiencia maxima en la amplificacién. De preferencia, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido.
El cebador de esta invencidn puede estar constituido por AINMP que aparece de forma natural (es decir, SAMP, dGM,
dCMP y dTMP), nucleétido modificado o nucleétido no natural. El cebador también puede incluir ribonucleétidos.
El cebador debe ser lo suficientemente largo con el fin de cebar la sintesis de productos de extensién en presencia
del agente para la polimerizacién. La longitud exacta de los cebadores dependera de muchos factores, incluidas la
temperatura, aplicacion y la fuente del cebador. El término “reasociacién” o “cebado”, tal como se utiliza en esta me-
moria, se refiere a la aposicién de un oligodesoxinucleétido o dcido nucleico a un dcido nucleico molde, en que dicha
aposicidn permite que la polimerasa polimerice nucleétidos en una molécula de dcido nucleico que es complementaria
al 4cido nucleico molde o a una porcién del mismo.

La porcién en el extremo 3’ del ACP tiene una secuencia de nucledtidos esencialmente complementaria a un sitio
de una molécula de acido nucleico molde. La expresién “esencialmente complementaria”, en referencia al cebador,
se utiliza en esta memoria para dar a entender que el cebador es lo suficientemente complementario para hibridarse a
una secuencia de acidos nucleicos molde bajo las condiciones de reasociacién designadas, de manera que el cebador
reasociado puede ser extendido por la polimerasa para formar una copia complementaria del molde. Por lo tanto, esta
expresion tiene un significado diferente de “perfectamente complementaria” o expresiones relacionadas de la misma.
Se apreciard que la porcion en el extremo 3° de ACP puede tener uno o mds desapareamientos al molde en una medida
tal que el ACP puede servir como cebador. Lo mds preferiblemente, la porcién en el extremo 3° del ACP tiene una
secuencia de nucleétidos perfectamente complementaria a un sitio en un molde, es decir sin desapareamientos.

La porcién en el extremo 3’ del ACP puede tener una amplia diversidad de secuencias de nucleétidos, dependien-
do de sus aplicaciones, asi como de la secuencia del molde. Por ejemplo, en los casos en los que el ACP se aplica al
procedimiento que implica una transcripcién inversa, tal como PCR de expresién diferencial, RACE, amplificacién de
ADNCc de longitud completa, toma de huellas, identificacién de un segmento de homologia conservada y similares, su
porcidn en el extremo 3’ puede tener la secuencia de nucleétidos que se hibrida a la cola de poliadenosina (poli A) de
un ARNm, de preferencia al menos 8 nucleétidos de desoxitimidina, mas preferiblemente al menos 10 nucleétidos de
desoxitimidina y, lo més preferiblemente, al menos 10 nucleétidos de desoxitimidina contiguos. Para el procedimiento
que implica una transcripcion inversa, tal como antes, en una realizacion la porcion en el extremo 3’ de ACP tiene
al menos 10 nucledtidos de desoxitimidina contiguos con 3°-V en su extremo 3’; en que V se selecciona del grupo
que consiste en desoxiadenosina, desoxicitidina y desoxiguanosina, en otra realizacion, al menos 10 nucleétidos de
desoxitimidina contiguos con 3’-NV en su extremo 3’; en que V se selecciona del grupo que consiste en desoxiadeno-
sina, desoxicitidina y desoxiguanosina y N se selecciona del grupo que consiste en desoxiadenosina, desoxitimidina,
desoxicitidina y desoxiguanosina.

Ademds, en los casos en los que el ACP se emplea en la amplificaciéon de una secuencia de 4cidos nucleicos diana,
su porcion en el extremo 3’ comprende una secuencia de nucledtidos esencialmente complementaria a una secuencia
diana; en la PCR de expresién diferencial, una secuencia arbitraria, esencialmente complementaria a un sitio en un
ADNCc de un ARNm; en RACE, una secuencia especifica para genes esencialmente complementaria a un sitio en un
ADNc de un ARNm; en la amplificacion de ADNcs enriquecidos en 5°, una secuencia arbitraria de al menos seis
nucledtidos, esencialmente complementaria a sitios en ARNms; en la identificacién de un segmento de homologia
conservada, una secuencia de nucledtidos, esencialmente complementaria a una secuencia consenso encontrada en
una familia de genes o una secuencia degenerada, seleccionada de una pluralidad de combinaciones de nucleétidos
que codifican una secuencia de aminodcidos predeterminada; en la identificacién de una variacién de nucleétidos (p. €j.
sitio alélico) en un 4cido nucleico diana, una secuencia de nucledtidos que comprende un nucleétido complementario
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al nucleétido correspondiente de una variacién de nucleétidos; y en la mutagénesis, una secuencia de nucledtidos que
comprende al menos un desapareamiento de un nucleétido a un 4cido nucleico diana.

El término secuencia de nucleétidos “arbitraria” se utiliza en esta memoria para dar a entender la secuencia de
nucledtidos que se elige sin conocer la secuencia de los dcidos nucleicos diana a amplificar. El término no deberia
confundirse con “aleatorio” en referencia al cebador que connota un cebador constituido por una poblacién aleatoria
de cebadores, cada uno de secuencia diferente y aleatoria. El término secuencia “degenerada”, en unién con el ACP
para la identificacién de segmentos de homologia conservada, se refiere a la secuencia de nucleétidos que se deduce de
la secuencia de aminodcidos, de manera que la secuencia degenerada puede formar una agrupacién de las secuencias
de nucledtidos procedentes de una secuencia de aminoécidos, debido a la degeneracién del cédigo genético.

De acuerdo con una realizacién preferida del ACP, la secuencia de nucleétidos arbitraria preseleccionada de la
porcion en el extremo 5’ es esencialmente no complementaria a sitio alguno en el 4cido nucleico molde.

De acuerdo con una realizacion preferida, el cebador para el control de la reasociaciéon de esta invencion se pue-
de representar por la férmula (1) de 5°-X,-Y,-Z,-3’, en donde X, representa la porcién en el extremo 5’ que tiene
la secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada, esencialmente no complementaria a sitio alguno en el dcido
nucleico molde; Y, representa la porcién de regulador que comprende al menos un andlogo de base universal o base
no discriminatoria; Z, representa la porcion en el extremo 3’ que tiene una secuencia de nucleétidos, esencialmente
complementaria a un sitio en el dcido nucleico molde; en donde p, q y r representan el niimero de nucledtidos; y en
donde X, Y y Z es desoxirribonucledtido o ribonucleétido.

La porcién de regulador que comprende al menos un andlogo de base universal o de base no discriminatoria es la
responsable de la funcién principal del ACP en asociacion con la alteracién de la temperatura de reasociacién durante
la amplificacién del 4cido nucleico. La expresion “andlogo de base universal o de base no discriminatoria”, utilizada
en esta memoria, se refiere a una capaz de formar pares de bases con cada una de las bases de ADN/ARN naturales
con una pequefia discriminacion entre ellas.

Es ampliamente conocido que los nucledtidos en algunas posiciones ambiguas de cebadores degenerados han
sido reemplazados por base universal o un andlogo no discriminatorio tal como desoxiinosina (Obtsuka et al., 1985;
Sakanari et al., 1989); 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol (Nichols ef al., 1994) y 5-nitroindol (Loakes y
Brown, 1994) para resolver los problemas de disefio asociados con los cebadores degenerados, debido a que tales bases
universales son capaces de un apareamiento de bases no especifico con las cuatro bases convencionales. Sin embargo,
no ha habido informe alguno de que esta base universal o andlogo no discriminatorio, tal como desoxiinosina, 1-(2’-
desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol y 5-nitroindol se utilice para incrementar la especificidad de la reasociacién
del cebador durante la PCR. Ademads, el documento WO 93/05175 describe que andlogos de bases degeneradas con
una féormula especifica podrian utilizarse en cebadores para la PCR; sin embargo, no sugiere que los andlogos de bases
degeneradas puedan contribuir a la mejora en la especificidad de la reasociacién de cebadores.

La presencia de una base universal tal como desoxiinosina, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol y 5-
nitroindol en un cebador genera bajas temperaturas de reasociacion debido a sus débiles interacciones en la unién a
hidrégeno en el apareamiento de bases. Como extension de esta teoria, el autor de esta invencién ha inducido que la
presencia de las bases universales contiguas entre el extremo 3’ y el extremo 5’ de un cebador podria generar una
regién que tiene una temperatura de fusién mas baja, forma un limite con cada una de las porciones en los extremos
3’ y 5’ del cebador, y afectan a la reasociacién de cada porcidn, respectivamente. Esta teorfa proporciona la base de
los cebadores para el control de la reasociacién de esta invencion.

El ACP contiene al menos 3 residuos de base universal o andlogo de base no discriminatoria entre las secuencias de
las porciones extremas 3’ y 5°. De manera ventajosa, los residuos de base universal entre las secuencias de las porciones
extremas 3’ y 5’ pueden tener una longitud de hasta 15 residuos. De acuerdo con una realizacién, el ACP contiene 2-
15 residuos de base universal o andlogo de base no discriminatoria. Mas preferiblemente, las bases universales entre
las secuencias de las porciones extremas 3’ y 5 son de una longitud de aproximadamente 15 residuos.

Con referencia al nimero 6ptimo de residuos de base universal, es decir, 5 residuos, se prefiere el nimero minimo
de residuos de base universal entre las secuencias de las porciones extremas 3’ y 5’ del ACP, con el fin de interrumpir
la reasociacion de la porcién en el extremo 5’ al molde durante la amplificacién de 4cidos nucleicos a una determinada
temperatura de reasociaciéon. Es muy probable que la longitud de bases universales en la secuencia (8-10 bases) no
constituya una diferencia significativa en su propia funcién en el ACP.

El uso de residuos de base universal entre las secuencias de las porciones extremas 3’ y 5’ se considera un rasgo
clave en la presente invencion, debido a que provee a cada porcion (extremos 3’ y 5°) de una especificidad de reaso-
ciacion distinta en asociacion con una temperatura de reasociacién durante la amplificacién de dcidos nucleicos, p. €j.
la PCR.

De acuerdo con una realizacién preferida, la base universal o andlogo de base no discriminatoria en la porcién
regular incluye desoxiinosina, inosina, 7-deaza-2’-desoxiinosina, 2-aza-2’-desoxiinosina, 2’-OMe inosina, 2’-F ino-
sina, desoxi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2’-OMe 3-nitropirrol, 2’-F 3-nitropirrol, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-
3-nitropirrol, desoxi 5-nitroindol, 5-nitroindol, 2’-OMe nitroindol, 2’-F nitroindol, desoxi 4-nitrobencimidazol, 4-
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nitrobencimidazol, desoxi 4-aminobencimidazol, 4-aminobencimidazol, desoxi nebularina, 2’-F nebularina, 2’-F 4-
nitrobencimidazol, PNA-5-nitroindol, PNA-nebularina, PNA-inosina, PNA-4-nitrobencimidazol, PNA-3-nitropirrol,
morfolino-5-nitroindol, morfolino-nebularina, morfolino-inosina, morfolino-4-nitrobencimidazol, morfolino-3-nitro-
pirrol, fosforoamidato-5-nitroindol, fosforoamidato-nebularina, fosforoamidato-inosina, fosforoamidato-4-nitrobenci-
midazol, fosforoamidato-3-nitropirrol, 2’-0-metoxietil inosina, 2’-0-metoxietil nebularina, 2’-0-metoxietil 5-nitroin-
dol, 2’-0-metoxietil 4-nitrobencimidazol, 2’-0-metoxietil 3-nitropirrol y sus combinaciones, pero no limitada a ellos.
Mas preferiblemente, la base universal o andlogo de base no discriminatoria es desoxiinosina, 1-(2’-desoxi-beta-D-
ribofuranosil)-3-nitropirrol 6 5-nitroindol. lo més preferiblemente desoxiinosina.

La longitud preferida de un cebador de oligonucle6tidos, tal como se utiliza en esta memoria, se determina a partir
de la especificidad deseada de la reasociacion y del nimero de oligonucledtidos que tengan la especificidad deseada,
requeridos para hibridarse al molde. Por ejemplo, un cebador de oligonucleétidos de 20 nucledtidos es mas especifico
que un cebador de oligonucleétidos de 10 nucleétidos, debido a que la adicidon de cada nucleétido a un oligonucleétido
aumenta la temperatura de reasociacién del cebador al molde.

Las longitudes de las secuencias de las porciones en los extremos 3’ y 5° del ACP pueden variar y dependen, en
parte, de cada aplicacion que utilice ACP. En una realizacion preferida, la porcion del extremo 3’ del ACP es de al
menos 6 nucleétidos de longitud, lo que se considera un requisito de longitud minimo para la reasociacién del cebador.
Mais preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ es de 10 a 25 nucleétidos y puede ser de hasta 60
nucledtidos de longitud. En otra realizacién, la porcion en el extremo 3’ del ACP puede incluir ribonucleétidos, asi
como desoxirribonucledtidos.

En otra realizacion preferida, la porcién en el extremo 5° del ACP contiene al menos 15 nucleétidos de longitud,
lo que se considera un requisito de longitud minimo para la reasociacién en condiciones de elevada rigurosidad.
Preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 5’ puede ser de hasta 60 nucleétidos de longitud. Mas
preferiblemente, la secuencia de la porcion en el extremo 5’ es de 6 a 50 nucledtidos, lo més preferiblemente de 20
a 25 nucleétidos de longitud. E1 ACP completo es de 35 a 50 nucleétidos de longitud, y puede ser de hasta de 100
nucleétidos de longitud.

La porcién en el extremo 5° del ACP tiene una secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada, esencialmente
no complementaria a sitio alguno en el dcido nucleico molde, y esta secuencia de nucleétidos puede servir como un
sitio de cebado para la amplificacion subsiguiente. La expresion secuencia de nucleétidos “arbitraria preseleccionada”,
utilizada en esta memoria, se refiere a cualquier secuencia de desoxirribonucleétidos, ribonucledtidos o desoxirribo-
nucledtidos mixta preseleccionada que contiene una secuencia particular de nucledtidos naturales o modificados. En
alguna realizacion, la secuencia de nucleédtidos arbitraria preseleccionada de la porcion en el extremo 5° puede estar
constituida por una secuencia de cebadores universal, tal como la secuencia de promotor T3, la secuencia de promotor
T7, la secuencia de promotor SP6 y la secuencia universal directa o inversa M13. Al utilizar una secuencia arbitraria
mas larga (aproximadamente 25 a 60 bases) en la porcion en el extremo 5° se reduce la eficacia de ACP, pero secuencias
mds cortas (aproximadamente 15 a 17 bases) reducen la eficacia de la reasociacion a elevadas condiciones de rigu-
rosidad del ACP. También es un rasgo clave de la presente invencién utilizar una secuencia de nucleétidos arbitraria
preseleccionada en la porcién en el extremo 5° del ACP como sitio de cebado para la subsiguiente amplificacion.

De acuerdo con una realizacién de la presente invencion, se pueden hacer algunas modificaciones en la porcién
en el extremo 5° del ACP, a menos que las modificaciones abolen las ventajas del ACP, es decir una mejora en la
especificidad de la reasociacién. Por ejemplo, la porcion en el extremo 5’ puede comprender una secuencia o secuen-
cias reconocidas por una o mds endonucleasas de restriccion, lo que hace factible clonar el producto amplificado en
un vector adecuado. Ademds, la porcién en el extremo 5’ puede comprender al menos un nucleétido con un marca-
dor para la deteccién o el aislamiento de producto amplificado. Marcadores adecuados incluyen, pero no se limitan
a fluoréforos, cromoéforos, agentes quimioluminiscentes, particulas magnéticas, radioisétopos, marcadores de masa,
particulas densas de electrones, enzimas, cofactores, sustratos para enzimas y haptenos que tienen participantes en
la unién especificos, p. ej. un anticuerpo, estreptavidina, biotina, digoxigenina y un grupo quelante. La porcién en el
extremo 5’ también comprende una regidon de promotor de ARN polimerasa de bacteriéfago.

De acuerdo con la realizacién preferida de esta invencién, el ACP se aplica a la PCR. M4s preferiblemente, la
PCR se realiza bajo una primera y una segunda temperaturas de reasociacion, es decir bajo condiciones rigurosas
diferentes. La primera temperatura de reasociacion puede ser igual o inferior a la segunda temperatura de reasociacién
y, preferiblemente la segunda temperatura de reasociacién es mas alta que la primera temperatura de reasociacion.
En el procedimiento PCR realizado bajo dos temperaturas de reasociacién diferentes, es decir PCR en dos fases, el
extremo 3’ del ACP estd implicado en la reasociacién a la primera temperatura de reasociacion, y el extremo 5’ del
ACP incorporado en el producto amplificado de la primera fase de amplificacion sirve como sitio de cebado a la
segunda temperatura de reasociacién. En este caso, las ventajas del ACP se demostraran de acuerdo con las siguientes
suposiciones:

(1) dado que una porcién de regulador del ACP estd constituida por al menos tres bases universales o andlogos no
discriminatorios, que tiene una T,, inferior que la otra porcién en el ACP debido a sus débiles interacciones en la unién
a hidrégeno en el apareamiento de bases, la porcioén de regulador del ACP no es favorable para la reasociacion al acido
nucleico molde bajo las condiciones de que la porcion en el extremo 3’ del ACP se reasocia a un sitio del molde a
una primera temperatura de reasociacioén. Por consiguiente, la presencia de una porcién de regulador que comprende

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314093 T3

al menos una base universal o andlogo no discriminatorio entre las porciones en los extremos 3’ y 5° del ACP limita
la porcién de reasociacion del cebador a la porcién en el extremo 3’ a la primera temperatura de reasociacion;

(2) la porcién en el extremo 5°, que no estd implicada en la reasociacién bajo la primera temperatura de reasociacién
mantiene problematica la reasociacién de la porcién en el extremo 3’ al molde;

(3) asi, la resistencia en la que ocurre la reasociacidn especifica de la secuencia de la porcidn en el extremo 3’ es
relativamente mayor que la resistencia en la que ocurre la reasociacién no especifica, bajo la primera temperatura de
reasociacion, lo que resulta en la mejora de la especificidad de reasociacion del cebador en la porcién del extremo 3’;

(4) en los casos en los que la porcién en el extremo 5° comprende una secuencia de nucledtidos arbitraria preselec-
cionada, la porcidn sirve como un sitio de cebado a una segunda temperatura de reasociacién, que es de condiciones de
alta rigurosidad y que, también, deberia ser mds alta que la primera temperatura de reasociacion, para la subsiguiente
amplificacion de producto de reaccion generado a partir de la reasociacién y extension de la secuencia de la porcién
en el extremo 3’; y

(5) por consiguiente, s6lo el producto de reaccion generado a partir de la reasociacién y extension de la secuencia
de la porcidn en el extremo 3’ se puede amplificar préximo al 6ptimo tedrico de un incremento doble de producto para
cada ciclo de la PCR bajo la segunda temperatura de reasociacion.

Por lo tanto, la porcién en el extremo 3° del ACP actiia solamente como sitio de reasociacién al molde a la
primera temperatura de reasociacion y la porcion en el extremo 5’ del ACP se utiliza como un sitio de cebado a la
segunda temperatura de reasociacion para la subsiguiente amplificacion del producto generado al contactar y extender
la porcién en el extremo 3° del ACP al molde.

Se puede apreciar que el ACP de la presente invencion es muy titil en una diversidad de métodos de amplificacién
de 4cidos nucleicos basados en el cebador, incluidos los métodos de Miller, H.I. (documento WO 89/06700) y Davey,
C. et al. (documento EP 329.822), reaccién cadena de la ligasa (LCR, Wu, D.Y. et al., Genomics 4:560 (1989)),
reaccion en cadena de la polimerasa ligasa (Barany, PCR Methods and Applic., 1:5-16 (1991)), Gap-LCR (documento
WO 90/01069), reaccién en cadena de reparacion (documento EP 439.182), 3SR (Kwoh ez al., PNAS, USA, 86:1173
(1989)) y NASBA (pat. de EE.UU. n° 5.130.238), pero no limitados a los mismos.

En otro aspecto de esta invencion, se proporciona un kit que comprende el cebador para el control de la reasociacién
o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacién de acuerdo con la presente invencién. De acuerdo con
una realizacién de esta invencion, este kit comprende, ademads, un cebador o par de cebadores con una secuencia de
nucledtidos que corresponde a la porcién en el extremo 5° del ACP; en el caso de que la porcion en el extremo 5’
comprenda una secuencia de cebador universal, es mas preferido que el kit comprenda los cebadores universales. Los
presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para llevar a cabo reacciones PCR, tales como
tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y desoxirribonucleétido-5’-trifosfatos. Opcionalmente,
los kits pueden también incluir diversas moléculas de nucleétidos, transcriptasa inversa, diversos tampones y reactivos
y anticuerpos que inhiben la actividad de 1a ADN polimerasa. Los kits también pueden incluir reactivos necesarios para
llevar a cabo reacciones de control positivas y negativas. Cantidades 6ptimas de reactivos a utilizar en una reaccién
dada se pueden determinar ficilmente por parte del experto con los beneficios de la presente descripcion. Tipicamente,
los kits estan destinados a contener en envases o compartimientos separados los constituyentes antes descritos.

El ACP de la presente invencién se puede aplicar a una diversidad de tecnologias basadas en la amplificacion de
dcidos nucleicos. Ejemplos representativos para demostrar el efecto del ACP son:

L Aplicacion para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos;

1L Aplicacion para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos diana;

III.  Aplicacién a una amplificacién de ADN multiplex;

IV.  Aplicacién a la identificacion de genes diferencialmente expresados;

V. Aplicacion a la amplificacion rapida de extremos de ADNcs (RACE);

VI.  Aplicacién para amplificar ADNc de longitud completa;

VII.  Aplicacién para amplificar ADNc enriquecido en 5°;

VIII. Aplicacién para la obtencion de huellas de ADN o ARN;

IX.  Aplicacién para la identificacién de segmentos de homologia conservada en familias multigenes;

X. Aplicacién para la identificacién de una variacién en la secuencia de nucleétidos;
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XI.  Aplicacién a la mutagénesis; y

XII.  Otras aplicaciones.

L. Aplicaciones para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos (diana)

Todavia en otra realizacion de esta invencién se proporciona un método para amplificar una secuencia de dcidos
nucleicos a partir de un ADN o una mezcla de dcidos nucleicos, que comprende llevar a cabo una reaccion de am-
plificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs
antes descritos. Preferiblemente, el cebador de acuerdo con la estructura del ACP es uno que tiene en su porcién en el
extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una regioén de la secuencia de dcidos nucleicos
para hibridarse con ella.

En una realizacién especifica de este método, se proporciona un método que utiliza una amplificacién en dos
fases para amplificar una secuencia de acidos nucleicos a partir de un ADN o una mezcla de dcidos nucleicos, que
comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacion en una primera fase de la secuencia de 4cidos nucleicos a una primera tem-
peratura de reasociacidn, que comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador, extension del cebador y
desnaturalizacién, utilizando el par de cebadores de uno cualquiera de los ACPs antes descritos, teniendo cada uno en
su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una regién de la secuencia de
dcidos nucleicos para hibridarse con la misma, bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a la regién de la
secuencia de acidos nucleicos, con lo que se genera el producto de amplificacién de la secuencia de dcidos nucleicos;

y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase del producto de amplificacién generado en la etapa (a)
a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos un
ciclo de reasociacién del cebador, extensién del cebador y desnaturalizacién, utilizando el mismo par de cebadores
que el utilizado en la etapa (a) o utilizando un par de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcién en el extremo 5° de los cebadores utilizados en
la etapa (a), bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a los extremos 3’ y 5° del producto de amplificacion,
respectivamente, con lo que se re-amplifica el producto de amplificacién.

En los casos en los que el método se aplica a la amplificacién de una secuencia de dcidos nucleicos diana, el
primer par utilizado tiene en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a
una regién de la secuencia de dcidos nucleicos diana para hibridarse con la misma. Por lo tanto, en un aspecto adicional
de esta invencion, se proporciona un método para amplificar selectivamente una secuencia de acidos nucleicos diana
a partir de un ADN o una mezcla de acidos nucleicos, en el que el método comprende llevar a cabo una reaccién
de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva del ACP antes descrito.
Preferiblemente, el cebador de acuerdo con la estructura del ACP es uno que tiene en su porcién en el extremo 3’
una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una regién de la secuencia de dcidos nucleicos diana para
hibridarse con la misma.

En una realizacién especifica de este método se proporciona un método que utiliza la amplificacién en dos fases
para amplificar selectivamente una secuencia de 4cidos nucleicos diana a partir de un ADN o una mezcla de dcidos
nucleicos, que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la secuencia de 4cidos nucleicos diana a una primera
temperatura de reasociacién, que comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador, extension del cebador y
desnaturalizacién, utilizando el par de cebadores de uno cualquiera de los ACPs antes descritos, teniendo cada uno en
su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una region de la secuencia de
dcidos nucleicos diana para hibridarse con la misma, bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a su region
de la secuencia de dcidos nucleicos diana, con lo que se genera el producto de amplificacion de la secuencia de dcidos
nucleicos diana; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase del producto de amplificacién generado en la etapa (a)
a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos un
ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando los mismos cebadores que
los utilizados en la etapa (a) o utilizando un par de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcién en el extremo 5° de los cebadores utilizados en
la etapa (a), bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a los extremos 3’ y 5° del producto de amplificacion,
respectivamente, con lo que se re-amplifica el producto de amplificacién.

En los casos en los que el molde para la amplificacién es ARNm, se requiere la produccién de ADNc antes de la
amplificacién. Por lo tanto, todavia en un aspecto adicional de esta invencidn, se proporciona un método para ampli-
ficar selectivamente una secuencia de acidos nucleicos diana a partir de un ARNm, en donde el método comprende
transcribir inversamente el ARNm y llevar a cabo una reaccién de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado
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porque al menos un cebador se deriva del ACP antes descrito. Preferiblemente, el cebador de acuerdo con la estructura
del ACP es uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a
una region de la secuencia de dcidos nucleicos diana para hibridarse con la misma.

En una realizacion especifica de esta invencién, se proporciona un método que utiliza la amplificacién en dos fases
para amplificar selectivamente una secuencia de acido nucleicos diana a partir de un ARNm, que comprende:

(a) poner en contacto el ARNm con un cebador de oligonucleétido dT que se hibrida a la cola poliA del ARNm
bajo condiciones suficientes para que ocurra una sintesis del dcido desoxirribonucleico enzimética, impulsada por el
molde;

(b) transcribir inversamente el ARNm al que se hibrida el cebador de oligonucleétido dT para producir una la
primera cadena de ADN que es complementaria al ARNm al que se hibrida el cebador de oligonucleétido dT;

(c) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la secuencia de dcidos nucleicos procedente de la
primera cadena de ADN obtenida de la etapa (b) a una primera temperatura de reasociacion, que comprende al menos
dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion, utilizando el par de cebadores del
ACP antes descrito que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a
una region de la secuencia de dcidos nucleicos para hibridarse con la misma, bajo condiciones en las que cada cebador
se reasocia a su secuencia de nucledtidos diana, con lo que se genera el producto de amplificacion de la secuencia de
nucleétidos diana; y

(d) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase del producto de amplificacién generado en la etapa (c)
a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos un
ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando los mismos cebadores que
el utilizado en la etapa (c) o utilizando un par de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcién en el extremo 5° de los cebadores utilizados en
la etapa (c), bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a los extremos 3’ y 5’ del producto de amplificacion,
respectivamente, con lo que se re-amplifica el producto de amplificacién.

Dado que los métodos de amplificacion de esta invencidon emplean el ACP de esta invencion, se omiten las descrip-
ciones comunes entre ellos, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacién que conduce a una multiplicidad
indebida.

Esta aplicacion de utilizar el ACP de la presente invencién puede proporcionar un método mejorado para ampli-
ficar selectivamente una secuencia de 4cidos nucleicos diana a partir de un 4cido nucleico o una mezcla de acidos
nucleicos (ADN o ARNm), llevando a cabo amplificaciones de 4cidos nucleicos, preferiblemente, la PCR. Dado que
el efecto del ACP proporciona los cebadores convencionales con una especificidad para la reasociacion del cebador in-
dependientemente de “pardmetros de biisqueda del cebador” para el disefio del cebador, tal como longitud del cebador,
temperatura de reasociacién, contenido GC y longitud del producto, se recomienda particularmente el uso del ACP
cuando los cebadores convencionales utilizados para amplificar un fragmento de dcido nucleico diana son demasiado
sensibles a pardmetros de este tipo para generar productos de amplificacion de 4dcidos nucleicos especificos.

En la Fig. 1A se ilustra una representacion esquemadtica para amplificar selectivamente un 4cido nucleico diana de
ADN de doble cadena utilizando un nuevo sistema de ACP segtin se describe antes. La Fig. 1B ilustra una represen-
tacién esquematica para amplificar selectivamente un dcido nucleico diana de ARNm utilizando un nuevo sistema de
ACP. Haciendo referencia a las Figs. 1A y 1B, se describirdn con mds detalle los presentes métodos.

Los presentes métodos para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos se pueden llevar a cabo de acuerdo
con diversas amplificaciones de 4cidos nucleicos basadas en el cebador conocidas en la técnica. Preferiblemente, los
métodos se llevan a cabo de acuerdo con las amplificaciones en dos fases desarrolladas por el autor de la invencion,
mds preferiblemente la amplificacion se realiza mediante reaccién en cadena de la polimerasa conocida en la técnica
y, lo mas preferiblemente, el método de PCR de principio caliente.

Los métodos de la presente invencién para amplificar una secuencia de 4cidos nucleicos se puede utilizar para
amplificar cualquier molécula de 4cido nucleico deseada. Moléculas de este tipo pueden ser ADN o ARN. La molécula
puede estar en forma de doble cadena o de cadena sencilla, de preferencia de doble cadena. En los casos en los que
el 4cido nucleico como material de partida es de doble cadena, se prefiere convertir las dos cadenas en una forma
de cadena sencilla o parcialmente de cadena sencilla. Métodos conocidos para separar cadenas incluyen, pero no se
limitan a calentamiento, tratamiento con dlcalis, formamida, urea y glicoxal, métodos enziméticos (p.ej. accién de
helicasa) y proteinas de unién. Por ejemplo, la separacion de las cadenas se puede conseguir mediante calentamiento
a una temperatura que oscila entre 80°C y 105°C. Métodos generales para lograr este tratamiento se proporcionan
por Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (2001).

En los casos en los que se emplea ARNm como material de partida para la amplificacion, es necesaria una etapa
de transcripcion inversa antes de la amplificacion, detalles de la misma se encuentran en Joseph Sambrook, et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001);
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y Noonan, K.F. et al., Nucleic Acids Res. 16:10366 (1988)). Para la transcripcién inversa se utiliza un cebador de
oligonucleétido dT hibridable a la coli poliA de ARNm. El cebador de oligonucledtido dT esta constituido por dTMPs,
uno o mas de los cuales puede ser reemplazado por otros dNMPs, siempre que el cebador dT pueda servir como
cebador. La transcripcién inversa se puede hacer con una transcriptasa inversa que tiene actividad RNasa H. Si se usa
una enzima que tiene actividad RNasa H, puede ser posible omitir una etapa de digestiéon de RNasa H separada, al
elegir con cuidado las condiciones de la reaccion.

Los presentes métodos no requieren que las moléculas a amplificar tengan alguna secuencia o longitud particular.
En particular, las moléculas que se pueden amplificar incluyen cualquier dcido nucleico procaridtico, eucaridtico
(por ejemplo protozoos y parasitos, hongos, levaduras, plantas superiores, animales inferiores y superiores, incluidos
mamiferos y seres humanos) o viral (por ejemplo virus Herpes, VIH, virus de la influenza, virus Epstein-Barr, virus
de la hepatitis, virus de la polio, etc.) que se producen en la naturaleza o viroide. La molécula de 4cido nucleico
también puede ser cualquier molécula de dcido nucleico que haya sido o que pueda ser sintetizada quimicamente. Asf,
la secuencia de 4cidos nucleicos puede o puede no encontrarse en la naturaleza.

El ACP utilizado para la presente invencién se hibrida o reasocia a una regién en el molde, de modo que se forma
la estructura de doble cadena. Condiciones de la hibridacién de 4cidos nucleicos, adecuadas para formar estructuras de
doble cadena de este tipo, se describen por Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001) y Haymes, B.D. et al., Nucleic Acid Hybridization,
A Practical Approach, IRL Press, Washington. D.C. (1985). La secuencia de la porcién en el extremo 3’ del ACP
no necesita exhibir una complementariedad precisa, sino que s6lo necesita ser esencialmente complementaria en la
secuencia para ser capaz de formar una estructura de doble cadena estable. Asi, son permisibles desviaciones de
la complementariedad completa, siempre que dichas desviaciones no sean suficientes para excluir una hibridacién
para formar una estructura de doble cadena. La hibridacion del ACP a una regién en el dcido nucleico molde es un
requisito previo para su polimerizacién dependiente del molde con polimerasas. Factores (véase Joseph Sambrook, et
al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001);
y Haymes, B.D. et al., Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington. D.C. (1985) que
afectan al apareamiento de las bases del ACP a sus dcidos nucleicos complementarios afectan subsiguientemente a la
eficacia del cebado. La composicién de los nucledtidos del ACP puede afectar a la temperatura a la que es ptima la
reasociacion y, por lo tanto, puede afectar a su eficacia de cebado.

Se puede utilizar una diversidad de ADN polimerasas en la etapa de amplificacién de los presentes métodos,
que incluye el fragmento “Klenow” de la ADN polimerasa I de E. coli, una ADN polimerasa, una ADN polimerasa
termoestable y una ADN polimerasa del bacteriéfago T7. Preferiblemente, la polimerasa es una ADN polimerasa
termoestable, tal como la que se puede obtener de una diversidad de especies bacterianas, incluidas Thermus aquaticus
(Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus filiformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis y Pyrococcus furiosus
(Pfu). Muchas de estas polimerasas se pueden aislar de la propia bacteria o se pueden obtener comercialmente. La
polimerasa a utilizar con la presente invencién también se puede obtener de células que expresan altos niveles de los
genes clonados que codifican la polimerasa. Cuando se esta realizando una reaccién de polimerizacién, es preferible
proporcionar en exceso los componentes requeridos para una reaccion de este tipo en el recipiente de reaccion. Exceso
con referencia a componentes de la reaccion de amplificacion se refiere a una cantidad de cada componente, de manera
que la capacidad de conseguir la amplificacién deseada no estd esencialmente limitada por la concentracién de ese
componente. Es deseable proporcionar a la mezcla de reaccién una cantidad de cofactores requeridos, tales como
Mg**, y dATP, dCTP, dGTP y dTTP en cantidad suficiente para soportar el grado de amplificacién deseado.

Todas las enzimas utilizadas en esta reaccién de amplificacion pueden ser activas bajo las mismas condiciones de
la reaccion. De hecho, existen tampones en los que todas las enzimas estdn préximas a sus condiciones de reaccién
optimas. Por lo tanto, el procedimiento de amplificacién de la presente invencién se puede hacer en un volumen de
reaccion sencillo sin cambio alguno en las condiciones, tal como la adicién de reaccionantes.

Se entenderia que las porciones en los extremos 5’ de un conjunto de ACPs utilizado en la etapa de la amplifica-
cién en primera fase pudieran comprender secuencias idénticas o diferentes; si son idénticas, se utilizard un cebador
correspondiente a la secuencia de la porcidn en el extremo 5° en la etapa de la amplificacién en segunda fase, mientras
que si son diferentes, se utilizardn dos cebadores, cada uno de ellos correspondiente a la secuencia de cada porcién en
el extremo 5° de ACPs, en la etapa de la amplificacién en segunda fase.

La presente invencién incluye un procedimiento alternativo para amplificar selectivamente un fragmento de dcido
nucleico diana a partir de un dcido nucleico o una mezcla utilizando un ACP, en el que se puede utilizar un conjunto
de cebadores que comprende un ACP y un cebador convencional en la primera etapa de amplificacién, en lugar de
un conjunto de ACPs. La expresion “cebador convencional”, utilizada en esta memoria, se refiere a cualquier cebador
con una estructura diferente de ACP, en especial en términos de la presencia de la porcién de regulador que contiene
una base universal. En este caso, el cebador convencional se afiade solamente en la primera etapa de la amplificacién
con el ACP, y s6lo un cebador arbitrario preseleccionado, correspondiente a la secuencia de la porcién en el extremo
5’ del ACP, se afiade en la segunda etapa de amplificacion. En una realizacién preferida, el procedimiento alternativo
se puede utilizar cuando cada porcién 3’ de un par de ACPs a utilizar en la primera etapa de amplificacién tiene una
temperatura de fusién (T,,) diferente. “T,,” se refiere a la temperatura a la que la mitad de los cebadores esta reasociado
a la regién diana.
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Dos etapas de amplificacion de los presentes métodos (en el caso de la amplificacion a partir de ARNm, incluida
la transcripcion inversa) estdn separadas solamente en el tiempo. La amplificacién en primera fase deberfa ser seguida
por la amplificacién en segunda fase. Se debe entender que la mezcla de reaccién de la amplificacion en primera fase
podria incluir los cebadores correspondientes a la porcion en el extremo 5° que se utilizard para la reasociacion a las
secuencias de las porciones en los extremos 5’ de los ACPs en la amplificacion en segunda fase, lo que significa que
los cebadores correspondientes a la porcion en el extremo 5’ se pueden afiadir a la mezcla de reaccién en el momento
o después de la etapa de amplificacion en primera fase.

Como un procedimiento alternativo, en la etapa de amplificacién en segunda fase las secuencias completas de
los ACPs utilizadas en la etapa de amplificacién en primera fase, en lugar de los cebadores correspondientes a las
porciones en el extremo 5’ de los ACPs se pueden utilizar como cebadores a las condiciones de alta rigurosidad
para re-amplificar el producto generado de la etapa de amplificacién en primera fase, en donde los extremos 3’ y 5’
del producto procedente de la etapa de amplificacién en primera fase que se genera de la reasociacioén y extension
de la secuencia de la porcién en el extremo 3’ del conjunto de ACPs al 4cido nucleico molde en las condiciones
de alta rigurosidad comprenden la secuencia o secuencia complementaria de ACP y también sirven como sitios de
apareamiento perfectos al conjunto de ACP. En este sentido, se prefiere este procedimiento alternativo, ya que no
necesita afiadir adicionalmente los cebadores correspondientes a las porciones en el extremo 5° de los ACPs a la
mezcla de reaccién en el momento de o después de la etapa de amplificacion en primera fase. La Fig. 1A también ilustra
una representacion esquematica para amplificar selectivamente un 4cido nucleico diana por medio del procedimiento
alternativo antes resefiado.

La reasociacién o la hibridacién en los presentes métodos se realiza en condiciones rigurosas que permiten una
unién especifica entre una secuencia de nucleétidos y ACP. Condiciones rigurosas de este tipo para la reasociacién
seran dependientes de la secuencia y variardn en funcidn de pardmetros medioambientales. En los presentes métodos la
amplificacion en segunda fase se realiza generalmente bajo condiciones mds rigurosas que la amplificacién en primera
fase.

En una realizacion preferida, la primera temperatura de reasociacion oscila entre aproximadamente 30°C y 68°C
para la etapa de amplificacién en primera fase, mds preferiblemente entre 40°C y 65°C. Se prefiere que la segunda
temperatura de reasociacion oscila entre aproximadamente 50°C y 72°C para la etapa de amplificacién en segunda
fase. De acuerdo con una realizaciéon mads preferida, la primera temperatura de reasociacion es igual o inferior a la
segunda temperatura de reasociacién. La longitud o temperatura de fusion (T,,) de la secuencia de la porcién en el
extremo 3’ de ACP determinard la temperatura de reasociacién para la amplificacién en primera fase. Por ejemplo,
en el caso de que el ACP comprenda 10 nucledtidos arbitrarios en la porcién en el extremo 3’°, preferiblementela
temperatura de reasociacion serd entre aproximadamente 45°C y 55°C para la amplificacion en primera fase.

De acuerdo con los presentes métodos, la amplificacién en primera fase bajo condiciones de baja rigurosidad se
llevan a cabo durante al menos 2 ciclos de reasociacion, extension y desnaturalizacién para mejorar la especificidad
de la reasociacidn del cebador durante la amplificacion en primera fase y, a través de los subsiguientes ciclos, la
amplificacion en segunda fase prosigue mas eficazmente bajo condiciones de alta rigurosidad. La amplificacién en
primera fase se puede llevar a cabo durante hasta 30 ciclos. En una realizacion preferida, la amplificacién en primera
fase se lleva a cabo durante 2 ciclos. En otra realizacién, la amplificacién en segunda fase bajo condiciones de alta
rigurosidad se lleva a cabo durante al menos un ciclo (de preferencia, al menos 5 ciclos) y durante hasta 45 ciclos
para amplificar el producto en la primera fase. En una realizacién mds preferida, la amplificacién en segunda fase se
lleva a cabo durante 25-35 ciclos. Condiciones de alta y baja rigurosidad se pueden determinar facilmente a partir de
lo convencional conocido en la técnica. “Ciclo” se refiere al procedimiento que resulta en la produccién de una copia
de 4cido nucleico diana. Un ciclo incluye una etapa de desnaturalizacion, una etapa de reasociacién y una etapa de
extension.

En la realizacién mas preferida, la amplificacion se realiza de acuerdo con la PCR que se describe en las pat. de
EE.UU. n° 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159.

De acuerdo con una realizacion preferida, cuando se lleva a cabo la amplificacién en primera fase, la porcién en el
extremo 3’ del par de cebadores del ACP estd implicada en la reasociacién a la primera temperatura de reasociacion y
cuando se lleva a cabo la amplificacién en segunda fase, la porcién en el extremo 5° del par de cebadores sirve como
un sitio de cebado. Una alteracion de este tipo de la porcién para implicarse en la reasociacion se atribuye al propio
ACP, en particular a la porcién de regulador del ACP. En los presentes métodos, la porcién de regulador del ACP
es capaz de restringir la porcién de reasociacion del ACP a su porcién en el extremo 3’ a la primera temperatura de
reasociacién, responsable de mejorar la especificidad para una secuencia diana.

Los presentes métodos se pueden combinar con muchos otros procedimientos conocidos en la técnica para lograr
un objetivo especifico. Por ejemplo, el aislamiento (o purificacién) de producto amplificado puede seguir a la amplifi-
cacién en segunda fase. Esto se puede lograr mediante electroforesis en gel, cromatografia en columna, cromatografia
de afinidad o hibridacién. Ademads, el producto amplificado de esta invencidn se puede insertar en un vehiculo ade-
cuado para la clonacion. Ademds, el producto amplificado de esta invencién se puede expresar en un adecuado vector
de expresion que alberga al hospedante. Con el fin de expresar el producto amplificado, se prepararia un vector de ex-
presion que lleve el producto amplificado bajo el control de u operativamente enlazado a un promotor. El promotor se
origina a partir del vector propiamente dicho o la porcién extrema del producto amplificado, que puede corresponder
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a la porcidn en el extremo 5 del ACP. Estan disponibles muchas técnicas convencionales para construir vectores de
expresién que contienen el producto amplificado y secuencias de transcripcion/traduccién/control con el fin de con-
seguir la expresion de proteinas o péptidos en una diversidad de sistemas de expresion del hospedante. El promotor
utilizado para el hospedante procariético incluye, pero no se limita al promotor pLA, el promotor trp, el promotor
lac y el promotor T7. El promotor utilizado para hospedantes eucaridticos incluye, pero no se limita al promotor de
metalotioneina, promotor tardio de adenovirus, promotor 7.5K de virus vacuna y los promotores derivados de polio-
ma, adenovirus 2, virus de simio 40 y citomegalovirus. Determinados ejemplos de hospedantes procariéticos son E.
coli, Bacillus subtilis, y otras enterobactaridceas tales como Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, y diversas
especies de Pseudomonas. Ademds de microorganismos, también se pueden utilizar como hospedantes cultivos de
células derivadas de organismos pluricelulares. En principio, es factible cualquier cultivo celular, ya sea un cultivo
de vertebrados o de invertebrados. Ademds de células de mamiferos, éstas incluyen sistemas de células de insectos
infestados con vectores de expresion recombinantes (p. €j. baculovirus) y sistemas de células vegetales infestados con
vectores de expresion recombinantes (p. €j. virus del mosaico de la coliflor, virus del mosaico del tabaco) o transfor-
mados con vectores de expresion de plasmidos recombinantes (p. ej. plasmido Ti) que contienen una o mas secuencias
codificadoras. El polipéptido expresado a partir del producto amplificado se puede purificar, generalmente, con una
diversidad de propdsitos de acuerdo con el método conocido en la técnica.

En otro aspecto de esta invencidn, se proporciona un kit para la amplificacién de dcidos nucleicos de la presente in-
vencidn descritos previamente, que comprende el cebador para el control de la reasociacion o el conjunto de cebadores
para el control de la reasociacién antes indicado.

Todavia en otro aspecto de esta invencidn, se proporciona un kit para la amplificacion selectiva de una secuencia
de 4cidos nucleicos diana a partir de ADN descrito previamente, que comprende el cebador para el control de la
reasociacién o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacion antes indicado.

En un aspecto adicional de esta invencidn se proporciona un kit para la amplificacién selectiva de una secuencia
de 4acidos nucleicos diana a partir de ARNm descrito previamente, que comprende el cebador para el control de la
reasociacién o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacion antes indicado.

De acuerdo con una realizacion de esta invencidn, estos kits comprenden, ademads, un cebador o un par de ceba-
dores, teniendo cada uno de los cuales una secuencia de nucleétidos correspondiente a la porcién en el extremo 5°
del ACP; en el caso de que la porcién en el extremo 5’ comprende una secuencia del cebador universal, es mds prefe-
rible que el kit comprenda los cebadores universales. Los presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos
requeridos para realizar reacciones PCR tales como tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y de-
soxirribonucle6tido-5’-trifosfatos. Opcionalmente, los kits también pueden incluir diversas moléculas de polipéptidos,
transcriptasa inversa, diversos tampones y reactivos, y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN polimerasa. Los
kits también pueden incluir reactivos necesarios para realizar reacciones de control positivo y negativo. Por parte del
experto se pueden determinar facilmente las cantidades 6ptimas de reactivos a utilizar en una reaccién dada con los
beneficios de la actual descripcion. Tipicamente, los kits estdn destinados a contener en envases 0 compartimientos
separados los constituyentes antes descritos.

II. Aplicacion a la amplificacion de ADN multiplex

Esta aplicacion utilizando ACP de la presente invencién también puede proporcionar un método mejorado para
amplificar mds de una secuencia diana utilizando més de un par de cebadores en la misma reaccién. En general, es
extremadamente dificil establecer condiciones de PCR para amplificar més de 10 dianas en paralelo, ya que se requiere
una reaccién PCR 6ptima para amplificar incluso un locus especifico sin sub-productos inespecificos algunos, de modo
que los investigadores que han logrado la PCR multiplex han tenido que trabajar duro para optimizar sus sistemas.
Dado que la reasociacién necesita tener lugar a una temperatura lo suficientemente elevada para permitir que ocurran
perfectos apareamientos de ADN-ADN en la reaccion, el ACP de la presente invencion es ideal para la optimizacién
de la amplificaciéon de ADN multiplex debido a su funcién de mejorar la especificidad de la amplificacién. “PCR
multiplex”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la amplificacién simultdnea de dianas de ADN multiplex
en una sola mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Todavia en otro aspecto de esta invencién se proporciona un método para amplificar mds de una secuencia de
nucledtidos diana, utilizando mds de un par de cebadores en la misma reaccién, en el que el método comprende
realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de
uno cualquiera de los ACPs antes descritos. Preferiblemente, el cebador de acuerdo con la estructura del ACP es uno
que tiene en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una regién de la
secuencia de dcidos nucleicos diana para hibridarse con la misma.

En una realizacion especifica de esta invencion se proporciona el método de utilizar amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de mas de una secuencia de nucle6tidos diana a una primera
temperatura de reasociacion, que comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador, extension del cebador y
desnaturalizacién, utilizando los pares de cebadores de uno cualquiera de los ACPs anteriores, en los que su porcién
en el extremo 3’ cada uno de los pares de cebadores tiene una secuencia de nucleétidos hibridante esencialmente
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complementaria a una regién de la secuencia de dcidos nucleicos diana para hibridarse con la misma, bajo condiciones
en las que cada uno de los pares de cebadores se reasocia a su secuencia de nucleétidos diana, con lo que se generan
los productos de amplificacién de secuencias de nucleétidos diana; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de los productos de amplificacién generados en la etapa
(a) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos un
ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion, utilizando los mismos pares de cebadores
que los utilizados en la etapa (a) o utilizando pares de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcion en el extremo 5° de los pares de cebadores
utilizados en la etapa (a), bajo condiciones en las que cada par de cebadores se reasocia a las secuencias de los
extremos 3’ y 5’ de los productos de amplificacién generados a partir de la etapa (a), respectivamente, con lo que se
re-amplifica productos de amplificacién en la misma reaccién.

Dado que esta aplicacién utilizando el ACP de esta invencion se lleva a cabo de acuerdo con los presentes métodos
para la amplificacién de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentados, excepto el utilizar mas de una
secuencia de 4cidos nucleicos diana y pares de cebadores, se omiten las descripciones comunes entre ellos con el fin
de evitar la complejidad de esta memoria descriptiva que conduzca a una multiplicidad excesiva.

Por ejemplo, la composicién y estructura del ACP utilizado y las condiciones para la amplificacién son comunes
entre este procedimiento y los presentes métodos para la amplificacion de secuencias de acidos nucleicos previamente
comentadas.

En una realizacién preferida, los productos amplificados procedentes de cada una de las secuencias de nucleétidos
diana son de tamafio diferente para andlisis subsiguientes.

De acuerdo con una realizacion preferida, los productos de amplificacién de las secuencias de nucleétidos diana
multiplex se pueden analizar a través de la separacion por tamafios. La comparacion a través de la separacién por
tamarfios se realiza utilizando una diversidad de métodos conocidos en la técnica, tal como electroforesis a través de
una matriz de gel de poliacrilamida o matriz de gel de agarosa y la secuenciacién de nucleétidos. La secuenciacion de
nucledétidos se puede llevar a cabo rapidamente con un secuenciador automadtico disponible de diversos fabricantes.

Tal como se ejemplifica en el Ejemplo que figura mas abajo, el ACP de esta invencién permite que los productos
amplificados finales estén exentos de problemas de fondo, asi como de no especificidad que surge de los cebadores
convencionales utilizados en métodos de amplificacion de 4cidos nucleicos multiplex conocidos en la técnica.

La ventaja de la amplificacién multiplex es que se pueden analizar en la misma reaccién numerosas enfermedades
o alteraciones especificas en las secuencias de nucleétidos (p. €j. polimorfismo de un solo nucleétido o mutacién
puntual).

El nimero de analisis que se puede realizar simultdneamente es ilimitado, pero el limite superior es probablemente
de aproximadamente 20 y es probable que dependa de la diferencia de tamafos requerida para la resolucién y los
métodos que estén disponibles para resolver el producto amplificado.

En otro aspecto de esta invencién, se proporciona un kit para amplificar mas de una secuencia de nucleé6tidos diana
simultdneamente en la misma reaccién, que comprende el cebador para el control de la reasociacion o el conjunto de
cebadores para el control de la reasociacién antes descrito. De acuerdo con una realizacién de esta invencion, estos
kits comprenden, ademads, un cebador o un par de cebadores que tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente
a la porcion en el extremo 5° del ACP; en el caso de que la porcién en el extremo 5’ comprenda una secuencia
del cebador universal, es mds preferible que el kit comprenda los cebadores universales. Los presentes kits pueden
incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para realizar reacciones PCR tales como tampones, ADN polimerasa,
cofactores de ADN polimerasa y desoxirribonucleétido-5’-trifosfatos. Opcionalmente, los kits también pueden incluir
diversas moléculas de polipéptidos, transcriptasa inversa, diversos tampones y reactivos, y anticuerpos que. inhiben
la actividad de la ADN polimerasa. Los kits también pueden incluir reactivos necesarios para realizar reacciones de
control positivo y negativo. Por parte del experto se pueden determinar facilmente las cantidades 6ptimas de reactivos
a utilizar en una reaccién dada con los beneficios de la actual descripcién. Tipicamente, los kits estdn destinados a
contener en envases o compartimientos separados los constituyentes antes descritos.

El método y el kit de la presente invencion se pueden aplicar al diagnéstico de enfermedades genéticas e infeccio-
sas, determinacién del sexo, andlisis de enlaces genéticos y estudios forénsicos.

III. Aplicacion a la identificacion de genes expresados diferencialmente
Esta aplicacién utilizando ACP de la presente invencion también puede proporcionar un método mejorado para
detectar y clonar ADNcs complementarios a ARNms expresados diferencialmente en dos 0 mds muestras de dcidos

nucleicos.

Todavia en otro aspecto de esta invencidn se proporciona un método para detectar ADN complementario a ARNm
expresado diferencialmente en dos o mas muestras de 4cidos nucleicos, en donde el método comprende transcribir
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de forma inversa el ARNm y realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al
menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos anteriormente. Preferiblemente, el cebador
de acuerdo con la estructura del ACP es uno que tenga en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante
(preferiblemente secuencia arbitraria) esencialmente complementaria a una regién de cadenas de ADNcs generadas a
partir de transcripcién inversa.

En una realizacion especifica de esta invencion, se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) proporcionar una primera muestra de acidos nucleicos que representa una primera poblacién de transcritos de
ARNm y una segunda muestra de dcidos nucleicos que representa una segunda poblacién de transcritos de ARNm;

(b) poner en contacto, por separado, cada una de la primera muestra de 4cidos nucleicos y la segunda muestra de
dcidos nucleicos con un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs antes descritos, en que la porcién en el extremo
3’ del primer cebador comprende una secuencia de nucleétidos hibridante, esencialmente complementaria a un primer
sitio en el ARNm expresado diferencialmente para hibridarse con el mismo, bajo condiciones suficientes para que
ocurra la sintesis de 4cidos desoxirribonucleicos enzimatica, impulsada por el molde;

(c) transcribir de forma inversa el ARNm expresado diferencialmente al que se hibrida el primer cebador para
producir una primera poblacién de primeras cadenas de ADNc que son complementarias al ARNm expresado diferen-
cialmente en la primera muestra de 4dcidos nucleicos a la que se hibrida el primer cebador, y una segunda poblacién de
primeras cadenas de ADNc que son complementarias al ARNm expresado diferencialmente en la segunda muestra de
acidos nucleicos a la que se hibrida el primer cebador;

(d) purificar y cuantificar cada una de las primera y segunda poblaciones de primeras cadenas de ADNCc;

(e) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de cada una de las primera y segunda poblaciones de pri-
meras cadenas de ADNCc obtenida de la etapa (d) a una primera temperatura de reasociacion, que comprende al menos
un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando un segundo cebador de
cualquiera de los ACPs antes descritos que tiene en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencial-
mente complementaria a un segundo sitio en la primera y segunda poblaciones de primeras cadenas de ADNc, bajo
condiciones en las que el segundo cebador se reasocia al segundo sitio en cada poblacién de las primeras cadenas de
ADNCc, con lo que se generan las primera y segunda poblaciones de segundas cadenas de ADNCc;

(f) llevar a cabo una amplificaciéon en una segunda fase de cada segunda cadena de ADNc generada en la etapa
(e) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos
dos ciclos de reasociacidn del cebador, extensién del cebador y desnaturalizacidn, utilizando los mismos primero y
segundo cebadores que los utilizados en las etapas (b) y (c), respectivamente, o utilizando un par de cebadores cada uno
de los cuales comprende una secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcién en
el extremo 5’ de los primero y segundo cebadores utilizados en las etapas (b) y (c), respectivamente, bajo condiciones
en las que cada cebador se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ de cada la segunda cadena de ADNc,
respectivamente, con lo que se generan productos de amplificacidn de las segundas cadenas de ADNc, y

(g) comparar la presencia o nivel de productos de amplificacion individuales en las primera y segunda poblaciones
de productos de amplificacidn obtenidos de la etapa (f).

Dado que esta aplicacién utilizando el ACP de esta invencién emplea los presentes métodos para la amplificacién
de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentadas, se omiten las descripciones comunes entre ellas, con el
fin de evitar la complejidad de esta especificacion que conduce a una multiplicidad indebida.

En la Fig. 2A se ilustra una representacion esquemadtica para identificar genes expresados diferencialmente utili-
zando un nuevo ACP.

En el presente método, la muestra de 4cidos nucleicos que representa una poblacién de transcritos de ARNm
se puede obtener de una diversidad de materiales bioldgicos. En general, la primera muestra de acidos nucleicos
comprende ARNm expresado en una primera célula y la segunda muestra de dcidos nucleicos comprende ARNm
expresado en una segunda célula. En particular, la primera muestra de dcidos nucleicos comprende ARNm expresado
en una primera célula en una primera fase de desarrollo y la segunda muestra de dcidos nucleicos comprende ARNm
expresado en una primera célula en una segunda fase de desarrollo. Ademas, la primera muestra de acidos nucleicos
comprende ARNm expresado en una célula tumorigena, y la segunda muestra de 4cidos nucleicos comprende ARNm
expresado en una célula normal.

Las etapas (e) y (f) de la presente solicitud pueden ocurrir en un solo tubo utilizando la misma mezcla de reac-
cién, excepto para los cebadores, lo que significa que las etapas (e) y (f) estdn separadas solamente en el tiempo. Se
entenderia que los cebadores correspondientes a la porcion en el extremo 5’ puedan afiadirse a la mezcla de reaccién
en el momento de o después de la sintesis de la segunda cadena de ADNc. En una realizacion preferida, los cebadores
correspondientes a la porcion en el extremo 5’ se afladen a la mezcla de reaccién después de haberse completado la
etapa (e), seguido de la subsiguiente amplificacién por PCR de las segundas cadenas de ADNCc.
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Se entenderfa también que las secuencias en la porcién extrema 5’ de los primero y segundos ACPs utilizados en
las etapas (b) y (e), respectivamente, puedan ser secuencias idénticas o diferentes; si son idénticas, se utilizard en la
etapa (f) un cebador correspondiente a la secuencia de la porcion en el extremo 5°, mientras que si son diferentes, se
utilizardn en la etapa (f) dos cebadores, cada uno de ellos correspondiente a la secuencia de cada una de las porciones
en el extremo 5’ de ACPs. En una realizacidn preferida, las secuencias de las porciones en el extremo 5’ de los primero
y segundo ACPs utilizados en las etapas (b) y (e) son diferentes y, asi, en la etapa (f) se utilizan dos cebadores, cada
uno correspondiente a la secuencia de cada una de las porciones en el extremo 5° de ACPs.

Como un procedimiento alternativo, se pueden utilizar como cebadores en la etapa (f) las secuencias completas de
los primero y segundo ACPs utilizados en las etapas (b) y (e), respectivamente, en lugar de los cebadores correspon-
dientes a las porciones en el extremo 5’ de los ACPs, a las condiciones de alta rigurosidad para amplificar cada una una
de las segundas cadenas de ADN obtenidas en la etapa (e), en donde los extremos 3’ y 5° de las segundas cadenas de
ADN, que inicialmente se sintetizan utilizando el segundo ACP, comprenden la secuencia del primer ACP y la secuen-
cia complementaria del segundo ACP, respectivamente, y también sirven como sitios de apareamiento perfectos a los
primero y segundo ACPs. En este sentido, se prefiere este procedimiento alternativo, no existe la necesidad de afadir
los cebadores correspondientes a las porciones en el extremo 5° de los ACPs a la mezcla de reaccién en el momento
de o después de la reaccion PCR en primera fase. La Fig. 2B ilustra una representacion esquemdtica para identificar
genes expresados diferencialmente mediante el procedimiento alternativo resefiado anteriormente.

El método de la presente solicitud para detectar diferencias en la expresion de genes usa sélo un cebador para
la sintesis de ADN (el primer ACP) para que reaccione con ARNm, a diferencia de la PCR de expresion diferencial
que requiere multiples cebadores de anclaje para la sintesis de ADNc. En el método de expresion diferencial original,
esbozado por Liang y Pardee en 1992, se han introducido doce cebadores de anclaje. Los cebadores de anclaje, por
ejemplo que tienen una secuencia de T3, en que M es A,Co Gy Nes A, C, G o T, producian doce poblaciones
de ADNCc separadas. Recientemente, se han propuesto cebadores de anclaje modificados para alterar el niimero de
nucledtidos, tales como uno o tres en lugar de dos en el extremo 3’ que se pueden hibridar a una secuencia que
estd situada inmediatamente en la posicién 5° a la cola poliA de ARNms, o extendiendo nucleétidos adicionales en
el extremo 5’, al tiempo que conservan la cola oligo (dT)y_;, mn, dando como resultado al menos 21 nucleétidos de
longitud (Villeponteau et al., 1996, Combates et al., 2000).

La presente invencién concierne a las realizaciones del ACP utilizado en este método para la identificacidn de
genes expresados diferencialmente, en donde el primer ACP utilizado en la etapa (b) se representa por la siguiente
férmula general (2): 5°-dX,-dY,-dT,-3’, en donde dX es uno de los cuatro desoxirribonucleétidos A, C, G o T; dY es
una porcion de regulador que comprende bases universales responsables de la funcién principal del ACP asociado con
la alteracion de la temperatura de reasociacion durante la PCR; dT es un desoxirribonucleétido T; p, q y r representan
un nimero entero, respectivamente; dX, representa la porcién en el extremo 5’ y contiene una secuencia de nucledtidos
arbitraria preseleccionada; dY, contiene al menos 2 bases universales; dT, representa la porcién en el extremo 3’; la
secuencia de nucleédtidos de la porcién en el extremo 3’ deberia tener una T,, inferior a la de la porcién en el extremo
5’. La féormula (2) sigue basicamente la norma de la férmula (1). La porcién en el extremo 3’ de la férmula (2) consiste
en las secuencias capaces de reasociarse a la cola poli A de ARNm y sirve como un cebador para la sintesis de ADNc
para la transcripcion inversa de ARNm.

En una realizacién preferida, la porcidn en el extremo 3’ del primer ACP utilizado en la etapa (b) contiene al menos
6 nucleédtidos T de longitud, lo cual se considera un requisito minimo de longitud para la reasociacién del cebador.
Mais preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ es de 10 a 20 nucleétidos T y puede ser de hasta 30
nucledtidos T de longitud. Lo mds preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ es de aproximadamente
15 nucleétidos T de longitud. Este cebador se denomina cebador para el control de la reasociacién dTs (dT,;5-ACP).
En una realizacion preferida, el primer cebador tiene la férmula general de 5°-dXs5_3-dY,_19-dT19-20-3’, en donde dX
representa un desoxirribonucleétido y comprende una secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada, no esen-
cialmente complementaria a las primera y segunda poblaciones de ARNms; dY representa la porcién de regulador que
comprende 2-10 bases universales o andlogos de bases no discriminatorias; y dT representa un desoxirribonucleétido
contiguo, capaz de reasociarse al primer sitio en las primera y segunda poblaciones de ARNms.

En una realizacion, la porcién en el extremo 3’ del primer ACP utilizado en la etapa (b) puede contener al menos
un nucledtido adicional en el extremo 3’ que puede hibridarse a una secuencia de ARNm que esté situada inmediata-
mente mds arriba de la cola poliA. Los nucledtidos adicionales en el extremo 3’ del primer ACP pueden ser de hasta
3 de longitud. Por ejemplo, dT puede comprender, adicionalmente, 3’-V en su extremo 3’; en que V es uno seleccio-
nado del grupo que consiste en desoxiadenosina, desoxicitidina y desoxiguanosina. Ademads, dT puede comprender,
adicionalmente, 3’-NV en su extremo 3’; en que V es uno seleccionado del grupo que consiste en desoxiadenosina,
desoxicitidina y desoxiguanosina, y N es uno seleccionado del grupo que consiste en desoxiadenosina, desoxitimidina,
desoxicitidina y desoxiguanosina. Lo mds preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ del primer ACP
utilizado en la etapa (b) contienen dT;5; solamente.

En una realizacién preferida, el primer ACP entero es de aproximadamente 40-45 nucleétidos de longitud y com-
prende dT;s de la porcién en el extremo 3’, dX,,_,s de la porcion en el extremo 5’ y dYs entre las porciones en
los extremos 3’ y 5°. El primer ACP entero puede ser de hasta 100 nucledtidos de longitud. El primer cebador se
ejemplifica por las SEQ ID N°: 30, 39, 57 y 61-63.
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El primer ACP descrito en esta memoria se hibrida a la cola poli A del ARNm, que estd presente en todos los
ARNms, excepto en una pequefia minorfa de ARNms. El uso del primer ACP utilizado en esta invencién da como
resultado s6lo una reaccién y produce sélo una poblaciéon de ADNc, en contraposicién a al menos 3 a 64 poblaciones
de ADNCc separadas, generadas por los cebadores de anclaje convencionales de la técnica de expresion diferencial. Esto
aumenta grandemente la eficacia del método al generar una agrupacién esencialmente estindar de ADNc de cadena
sencilla a partir de cada una de las poblaciones de ARNm experimentales.

En la etapa (d), las agrupaciones estdndares de ADNcs sintetizadas por el primer ACP deberian purificarse y
después cuantificarse por técnicas bien conocidas por un experto ordinario en la técnica, tal como espectrofotometria.
Esta etapa es necesaria para controlar con precision sus aportaciones a la etapa de amplificacion y luego comparar los
productos amplificados finales entre dos 0 mas muestras. Preferiblemente, se mide la cantidad de ADNc producido en
este punto del método. Es mas preferible que esta determinacidn se haga utilizando espectroscopia ultravioleta, a pesar
de que para uso para estos propdsitos es aceptable para los expertos ordinarios en la técnica cualquier proceso estdndar
conocido para cuantificar ADNc. Cuando se utiliza el proceso de espectroscopia UV, se utiliza ventajosamente una
absorbancia de aproximadamente 260 nm de luz UV. Por lo tanto, midiendo la cantidad de ADNc en esta etapa, se
puede estandarizar la cantidad de ADNc entre muestras en la reaccién de amplificacién siguiente.

Después de la sintesis de las primeras cadenas de ADNCc utilizando el primer ACP, las segundas cadenas de ADNc
se sintetizan utilizando el segundo promotor ACP bajo condiciones de baja rigurosidad, mediante al menos un ciclo
que comprende desnaturalizacion, reasociacién y extensioén del cebador, en donde las primeras cadenas de ADNc se
utilizan como moldes.

La segunda ACP sigue basicamente la regla de la férmula (1) y su porcién en el extremo 3’ comprende una corta
secuencia arbitraria, que preferiblemente tiene una T,, inferior a la de la porcién en el extremo 5°. Este cebador se
denomina un cebador para el control de la reasociacién arbitrario (AR-ACP - siglas en inglés). En una realizacién
preferida, la porcién en el extremo 3’ del segundo ACP puede tener de 8 a 15 nucleétidos de longitud. Lo mas
preferiblemente, la porcién en el extremo 3’ del segundo ACP contiene aproximadamente 10 nucledtidos de longitud.

De acuerdo con una realizacién preferida, el segundo ACP tiene la férmula general de 5’-dXs_30-dY,_19-dZ¢_5-
3’, en donde dX representa un desoxirribonucleétido y comprende una secuencia de nucleétidos arbitraria preselec-
cionada, no esencialmente complementaria a las primera y segunda poblaciones de las primeras cadenas de ADNCc;
dY representa la porcion de regulador que comprende 2-10 bases universales o andlogos de bases no discriminatorias;
dZ representa una secuencia de nucledtidos arbitraria hibridante, capaz de reasociarse al segundo sitio en las primera
y segunda poblaciones de cadenas de ADN. M4s preferiblemente, el segundo ACP entero es de aproximadamente 40-
45 nucleétidos de longitud que comprende dZ,, de la porcién en el extremo 3°, dX,y_»5 en la porcion en el extremo
5’ y dY; entre las porciones en los extremos 3’ y 5°. El segundo ACP entero puede ser de hasta 100 nucleétidos de
longitud. El segundo cebador se ejemplifica por las SEQ ID N°s: 1-9, 13-18 y 20-23.

El segundo ACP descrito en esta memoria es diferente de un denominado cebador arbitrario largo, tal como se
utiliza en la técnica de expresion diferencial modificada conocida. Por ejemplo, los cebadores arbitrarios convencio-
nales largos, segin se describe por Villeponteau et al. (1996) y Daichenko et al. (1996), que son de al menos 21 a
25 nucleétidos de longitud, estan constituidos solamente por nucledtidos arbitrarios en las secuencias enteras. Estos
cebadores arbitrarios largos convencionales se hibridardn de una manera no predecible a la baja temperatura de rea-
sociacion (aproximadamente 40°C) que se requiere para lograr un cebado arbitrario en el ciclo temprano de la PCR,
de manera que es imposible disefiar racionalmente un conjunto representativo de cebadores. Ademds de ello, muchas
de las bandas representan el mismo ARNm, debido a la “pegajosidad” de los cebadores largos cuando se utilizan bajo
una rigurosidad baja de este tipo.

Las ventajas del presente método para detectar genes expresados diferencialmente se atribuyen predominantemente
al uso del segundo ACP. Dado que el segundo ACP estd disefiado para limitar la reasociacién del segundo ACP a su
secuencia de la porcién en el extremo 3’, en asociacion con la temperatura de reasociacion, la reasociacién resultante
se producird de una manera predecible, de modo que es posible disefiar racionalmente un conjunto representativo de
cebadores. Ademas, el uso del segundo ACP permite evitar problemas falsos positivos causados por la “pegajosidad”
de los cebadores largos convencionales bajo las condiciones de baja rigurosidad tal como se utilizan en la técnica de
expresion diferencial previa.

La temperatura de reasociacién utilizada para la sintesis de las segundas cadenas de ADN en condiciones de
baja rigurosidad utilizada en la etapa (e) es de preferencia aproximadamente entre 40°C y 65°C, mas preferiblemente
aproximadamente entre 45°C y 55°C y, lo mds preferiblemente, de aproximadamente 50°C. Sin embargo, a diferencia
de la expresidn diferencial, que utiliza temperaturas de reasociacién entre 35°C y 45°C, la temperatura de reasociacién
de condiciones de baja rigurosidad utilizada en la presente solicitud es relativamente mds alta que la utilizada en las
técnicas de expresion diferencial cldsicas o reforzadas conocidas con cebadores arbitrarios.

Otros rasgos tinicos y significativos de la presente solicitud para detectar genes expresados diferencialmente consis-
ten en emplificar solamente las segundas cadenas de ADN inicialmente sintetizadas de la subsiguiente amplificacion,
en donde los extremos 3’ y 5’ de las segundas cadenas de ADN que han sido inicialmente sintetizadas utilizando el
segundo ACP comprenden la secuencia complementaria del primer ACP y la secuencia del segundo ACP, respecti-
vamente, y, asi, las secuencias enteras de los primero y segundo ACPs o solamente sus secuencias de la porcién en
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el extremo 5’ de los primero y segundo ACPs, o solamente sus secuencias en la porcién extrema 5’ de los primero
y segundo ACPs se utilizan como secuencias de cebadores 3’ y 5° para la amplificacién de las segundas cadenas de
ADN.

Dado que el ACP en la presente solicitud conduce a la amplificacion de productos especificos, puede ser posible
eliminar fundamentalmente la causa de los problemas principales de cuello de botella, tales como productos falsos y
una deficiente reproducibilidad, lo que resulta en una reasociacion no especifica de los cebadores arbitrarios conven-
cionales y dT a las primera y la segunda cadenas de ADN, asi como a productos amplificados durante la PCR en los
métodos de expresion diferencial conocidos.

En una realizacién preferida, la sintesis de segundas cadenas de ADN en la etapa (e) se lleva a cabo mediante al
menos 1 ciclo de amplificacion bajo condiciones de baja rigurosidad para lograr un cebado arbitrario y, a través de
los subsiguientes ciclos, la amplificacién prosigue mds eficazmente para la amplificacion de las segundas cadenas de
ADN resultantes bajo condiciones de alta rigurosidad utilizadas en la etapa (f). Lo mds preferiblemente, la sintesis de
segundas cadenas de ADN en la etapa (e) se lleva a cabo mediante un ciclo de amplificacién en condiciones de baja
rigurosidad.

En una realizacion preferida, las amplificaciones de las segundas cadenas de ADN resultantes, sintetizadas en la
etapa (e) se lleva a cabo bajo condiciones de alta rigurosidad utilizando las secuencias completas de los primero y
segundo ACPs utilizados en las etapas (b) y (e), respectivamente, como secuencias de cebador, en donde los extremos
3’ y 5’ de las segundas cadenas de ADN resultantes proporcionan sitios de apareamiento perfectos a los primero
y segundo ACPs. Sin embargo, es interesante que los primero y segundo ACPs no estén implicados en alguna otra
reasociacién al dcido nucleico molde, excepto la reasociacion y extension de los extremos 3’ y 5° de las segundas
cadenas de ADN como una unidad de reaccidn a una condicién de alta rigurosidad de este tipo, debido a que sus
porciones en el extremo 3’ requieren una temperatura de reasociacion baja y las condiciones de alta rigurosidad no
las permite reasociar sitio alguno del molde, excepto los extremos 3’ y 5’ de las segundas cadenas de ADN. Por
consiguiente, debido a esta funcién de ACP, que es capaz de reasociarse selectivamente al molde en asociacién con
la temperatura de reasociacion, los productos amplificados pueden estar exentos de problemas de la alta tasa falsa
positiva, deficiente reproducibilidad y posible sub-representacion de fracciones menores de ARNm en el andlisis que
son el problema principal de la expresion diferencial conocida. En este sentido, existe una diferencia significativa entre
el presente método y los métodos de expresion diferencial convencionales, a pesar del hecho de que son comunes para
utilizar los mismos cebadores para condiciones de alta rigurosidad, asi como para condiciones de rigurosidad baja.

En una realizacion preferida, la temperatura de reasociacion de la amplificacién para condiciones de alta riguro-
sidad utilizadas en la etapa (f) es de preferencia de aproximadamente entre S5°C y 72°C. Lo més preferiblemente, la
temperatura de reasociacién utilizada para las condiciones de alta rigurosidad es de aproximadamente 65-68°C.

En una realizacion preferida, la amplificacién en condiciones de alta rigurosidad utilizadas en la etapa (f) se lleva a
cabo durante al menos 10 ciclos y hasta 50 ciclos para amplificar las segundas cadenas de ADN resultantes, sintetizadas
por la etapa (e) durante la PCR. Lo mas preferiblemente, la amplificacion por PCR se lleva a cabo durante 40-45 ciclos.

El ADNc de la segunda cadena se sintetiza preferiblemente por la PCR, mas preferiblemente por el método de
comienzo caliente PCR, en el que el proceso es para establecer las reacciones completas sin la ADN polimerasa e
incubar los tubos en el ciclador térmico para completar la etapa de desnaturalizacion inicial a >90°C. Luego, al tiempo
que se mantienen los tubos a una temperatura superior a 70°C, se puede pipetear a la reaccién la cantidad apropiada
de ADN polimerasa. En una realizacién preferida, la adicién de los cebadores para la amplificacién en segunda fase a
la mezcla de reaccidn después de la reaccion completa de la sintesis de ADNc de la segunda cadena también se lleva
a cabo bajo una temperatura de desnaturalizacién tal como >90°C. Luego, al tiempo que se mantienen los tubos a una
temperatura superior a aproximadamente 90°C, se puede pipetear a la reaccion la cantidad apropiada de cebadores
para la amplificacién en segunda fase.

Un ejemplo de la sintesis de 1a segunda cadena de ADN vy la subsiguiente amplificacion de las segundas cadenas de
ADN resultantes en un solo tubo utilizando la secuencia arbitraria preseleccionada de las porciones en el extremo 5’ de
los primero y segundo ACPs se realiza bajo las siguientes condiciones: las segundas cadenas de ADN se sintetizan bajo
condiciones de baja rigurosidad mediante un ciclo de la amplificacién en primera fase, que comprende reasociacion,
extension y reaccion de desnaturalizacidn; la mezcla de reaccion que contiene el ADNc de la primera cadena, tampén
de reaccién PCR (p. ej. disponible de Roche), dNTP y el segundo ACP se precalienta a aproximadamente 94°C, al
tiempo que se mantiene el tubo que contiene la mezcla de reaccion a aproximadamente 94°C se afiade Taq polimerasa
(p. ¢j. disponible de Roche) a la mezcla de reaccién, las reacciones PCR son como sigue: un ciclo a 94°C durante
1 min, 50°C durante 3 min y 72°C durante 1 min; seguido de la desnaturalizacién del producto de amplificacién a
94°C; después de la reaccidon completa de la sintesis de la segunda cadena de ADN en la etapa (e), se afiaden a la
mezcla de reaccién cebador arbitrario preseleccionado en 5° y cebador arbitrario preseleccionado en 3’, y después la
amplificacion en segunda fase se realiza como sigue: 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 68°C durante 40 s y 72°C durante
40s; seguido de una extension final durante 5 min a 72°C.

Un ejemplo alternativo de la sintesis de la segunda cadena de ADN y la subsiguiente amplificacion de las segundas
cadenas de ADN resultantes en un solo tubo utilizando las secuencias completas de los primero y segundo ACPs utili-
zados en las etapas (b) y (e), respectivamente, en lugar de las secuencias arbitrarias preseleccionadas de las porciones
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en el extremo 5’ de los primero y segundo ACPs se realiza bajo las siguientes condiciones: las segundas cadenas de
ADN se sintetizan bajo condiciones de baja rigurosidad mediante un ciclo de la amplificacién en primera fase, que
comprende reasociacion, extension y reaccion de desnaturalizacidn; la mezcla de reaccién que contiene el ADNc de la
primera cadena, tamp6n de reaccién PCR (p. ej. disponible de Roche), dNTP, el primer ACP (dT,s-ACP) y el segundo
ACP (AR-ACP) se precalienta a aproximadamente 94°C, al tiempo que se mantiene el tubo que contiene la mezcla de
reaccion a aproximadamente 94°C se aflade Taq polimerasa (p. ej. disponible de Roche) a la mezcla de reaccion; las
reacciones PCR son como sigue: un ciclo a 94°C durante 1 min, 50°C durante 3 min y 72°C durante 1 min; seguido
de la amplificacién por PCR en segunda fase, que comprende reasociacion, extension y reaccion de desnaturalizacion;
las reacciones PCR son como sigue: un ciclo a 94°C durante 40 s, 65°C durante 40 s y 72°C durante 40s; seguido de
una extension final durante 5 min a 72°C.

Debe observarse que se utiliza una concentracién apropiada de ACP arbitrario (el segundo ACP) para sintetizar
los ADNcs de la segunda cadena mediante un ciclo de la amplificacién en primera fase. Si la cantidad del segundo
ACEP utilizado en la etapa (e) es demasiado pequeiia, los productos amplificados resultantes no son reproducibles. En
contraposicion, la cantidad en exceso del segundo ACP utilizado en la etapa (e) genera fondos tales como la difusién
de ADN durante la PCR. En una realizacién preferida, la concentracién del segundo ACP utilizado en la etapa (e)
es aproximadamente entre 0,1 uM y 1,0 uM. Lo mas preferiblemente, la concentracién del segundo ACP asi como
del primer ACP es aproximadamente entre 0,2 uM. En una realizacién preferida, la concentracién de los cebadores
utilizados en la etapa (f) es aproximadamente entre 0,1 uM y 1 uM, lo m4s preferiblemente aproximadamente 0,4 uM.

Otro rasgo significativo de la presente aplicacion a la identificacion de diferencias en la expresion de genes es el
uso de una alta temperatura de reasociacion en un método. La alta temperatura de reasociacion utilizada en al etapa
(f) aumenta la especificidad de la reasociacion del cebador durante la PCR, lo que resulta en la eliminacién por com-
pleto de productos falsos positivos y en el incremento de la reproducibilidad. La exencién de positivos falsos, que es
uno de los cuellos de botella principales que quedan para la técnica previa de expresion diferencial es especialmen-
te importante en la etapa de rastreo para la verificacion de los fragmentos de ADNc identificados por la expresion
diferencial.

La etapa de comparar la presencia o el nivel de productos de amplificacién obtenidos en la etapa (f) se puede
realizar de acuerdo con diversos métodos conocidos en la técnica. En una realizacion preferida, cada una de las
primera y segunda poblaciones de productos de amplificacién de la etapa (f) se resuelven mediante electroforesis para
identificar ARNms diferencialmente expresados. Mds preferiblemente, los fragmentos de ADNc de PCR resultantes
se detectan sobre un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Otro rasgo prominente de esta presente aplicacion
es el uso de gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio para identificar ARNms diferencialmente expresados. En
general, los métodos de expresion diferencial usan técnicas de deteccion radiactivas utilizando geles de poliacrilamida
desnaturalizantes. Sin embargo, de acuerdo con el presente método, la cantidad importante de los fragmentos de ADNc
amplificados, obtenidos a través de amplificaciones en dos fases, permite utilizar un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio para identificar los ADNcs amplificados, lo que resulta en el incremento de la velocidad y en la evitacién del
uso de radiactividad.

Alternativamente, los fragmentos de ADNc resultantes también se pueden detectar sobre un gel de poliacrilami-
da desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como la tincién con plata
(Gottschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et al.,
1993; Tto et al., 1994); Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992;
Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

En otra realizacion, puede ser ttil para fines de diagndstico utilizar un sistema automético tal como un secuenciador
de ADN automatico con cualquier marcador distinto de los ACPs para detectar o analizar los productos amplificados
(Bauer et al., 1993).

Considerando los rasgos del ACP en esta presente aplicacion, el presente método para detectar y clonar genes dife-
rencialmente expresados difiere fundamentalmente de las técnicas de expresion diferencial previas seglin se describe
antes.

En conclusién, el uso del ACP en este método hace posible permitir la amplificacién de solamente segundas
cadenas de ADN y el uso de la cantidad suficiente de materiales de partida, asi como la alta concentracion de dNTP,
dando como resultado los siguientes beneficios: a) el aumento de la especificidad de reasociacién del cebador, b)
la eliminacion del problema de falsos positivos que requiere el subsiguiente trabajo complejo de verificar positivos
verdaderos, c¢) la mejora de la fiabilidad y reproducibilidad, d) la detecciéon de SRNms raros, e) la generacién de
productos de la PCR de larga distancia, que oscilan entre un tamafio de 150 pb y 2,0 kb, f) el permiso del uso de gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio para detectar productos, g) el incremento de la velocidad de andlisis, h) en
particular, no requiriendo que el método sea realizado por manos bien entrenadas, e 1) el permiso del disefio racional
de un conjunto representativo de cebadores.

En un aspecto adicional de esta invencion, se proporciona un kit para detectar ADN complementario a ARNm
diferencialmente expresado, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el conjunto de cebadores
para el control de la reasociacion antes descrito (el primer y segundo cebadores). De acuerdo con una realizacién
de esta invencion, estos kits comprenden, ademads, un cebador o un par de cebadores que tienen una secuencia de
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nucledtidos correspondiente a la porcién en el extremo 5° de los ACPs; en el caso de que la porcién en el extremo 5°
comprenda una secuencia de cebadores universales, es mds preferido que el kit comprenda los cebadores universales.
Los presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para realizar reacciones PCR tales como
tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y desoxirribonucleétido-5’-trifosfatos. Opcionalmente,
los kits pueden también incluir diversas moléculas de polinucledtidos, transcriptasa inversa, diversos tampones y
reactivos y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN polimerasa. Los kits también pueden incluir reactivos
necesarios para llevar a cabo reacciones de control positivas y negativas. Cantidades 6ptimas de reactivos a utilizar en
una reaccion dada se pueden determinar facilmente por parte del experto con los beneficios de la presente descripcion.
Tipicamente, los kits estdn destinados a contener en envases o compartimientos separados los constituyentes antes
descritos.

IV. Aplicacion a la amplificacion rdpida de extremos de ADNc (RACE)

La aplicacion utilizando el ACP de la presente invencién puede proporcionar un método mejorado para amplificar
rdpidamente extremos de ADNc, las denominadas tecnologias RACE. Para ser especificos, el ACP de la presente
aplicacion estd destinado a las tecnologias RACE relacionadas con cualquiera de los extremos 3’ y 5°, y elimina los
problemas de fondo que resultan de los cebadores utilizados en las tecnologias RACE convencionales.

Todavia en otro aspecto de esta invencidn, se proporciona un método para amplificar rdpidamente un fragmento de
ADNCc diana que comprende una regién de ADNCc correspondiente a la region del extremo 3’ de un ARNm, en el que el
método comprende trasncribir a la inversa dicho ARNm y realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores,
caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs antes descritos. Preferiblemente,
el cebador de acuerdo con la estructura del ACP es uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia de
nucledtidos hibridante, especifica para genes, esencialmente complementaria a un sitio en ADNc generado a partir
de la transcripcién inversa y/o uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia de nucleétidos hibridante,
esencialmente complementaria a colas poli A de los ARNms.

En una realizacion especifica de esta invencion, se proporciona un método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) poner en contacto ARNms con un primer cebador de uno cualquiera de los ACP antes descritos, en que la por-
cién en el extremo 3’ del cebador comprende una secuencia de nucleétidos hibridante, esencialmente complementaria
a colas poli A de los ARNms para hibridarse con ellos, bajo condiciones suficientes para que ocurra una sintesis de
dcidos desoxirribonucleicos enzimdtica, impulsada por el molde;

(b) transcribir inversamente los ARNms a los que se hibrida el primer cebador para producir una poblacién de
primeras cadenas de ADNc que son complementarias a los ARNms a los que se hibrida el primer cebador;

(c) llevar a cabo una amplificacion en una primera fase de las primeras cadenas de ADNc a una primera temperatura
de reasociacion, que comprende al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturali-
zacion, utilizando un segundo cebador de uno cualquiera de los ACPs antes descritos que tiene en su porcién en el
extremo 3’ una secuencia de nucledtidos hibridante, especifica para genes, esencialmente complementaria a un sitio en
una de las primeras cadenas de ADNc para hibridarse con las mismas, bajo condiciones en las que el segundo cebador
se reasocia a un sitio especifico para genes en una de las primeras cadenas de ADNc, con lo que se genera una segunda
secuencia de ADNc especifica para genes; y

(d) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de la segunda cadena de ADNc especifica para genes
generada en la etapa (c) a una segunda temperatura de reasociacién, que es en condiciones de alta rigurosidad, que
comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacidn, utilizando los
mismos primero y segundo cebadores que los utilizados en las etapas (a) y (c), respectivamente, o utilizando un par de
cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde
a cada porcion en el extremo 5’ de los primero y segundo cebadores utilizados en las etapas (a) y (c¢), bajo condiciones
en las que cada cebador se reasocia a las secuencias de los extremos 3’ y 5’ de una la segunda cadena de ADNc
especifica para genes, respectivamente, con lo que se genera un producto de amplificacion de una cadena de ADNc
especifica para genes.

Dado que esta aplicacidn utilizando el ACP de esta invencidon emplea el presente método para la amplificacién de
la secuencia de dcidos nucleicos previamente comentada, se omiten las descripciones comunes entre ellos, con el fin
de evitar la complejidad de esta especificacion que conduce a una multiplicidad indebida.

Enla Fig. 3 se ilustra una representacién esquematica para amplificar un fragmento de ADNc diana que comprende
una region en el extremo 3’ correspondiente al extremo 3’ de ARNm utilizando un nuevo sistema de ACP, denominado
3’ RACE basado en ACP.

Las etapas (c) y (d) de la presente aplicacién pueden ocurrir en un solo tubo utilizando la misma mezcla de
reaccion, excepto los cebadores, lo que significa que las etapas (c) y (d) estdn separadas solamente en el tiempo. Debe
entenderse que los cebadores correspondientes a la porcion en el extremo 5’ podrian afiadirse a la mezcla de reaccién
en el momento de o después de la sintesis de la segunda cadena de ADNc. En una realizacion preferida, los cebadores
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correspondientes a la porcion en el extremo 5’ se afladen a la mezcla de reaccién justo después de haberse completado
la etapa (2), seguido de la subsiguiente amplificacién de segundas cadenas de ADNc.

Como un procedimiento alternativo, en la etapa (d) las secuencias completas de los primero y segundo ACPs, en
Iugar de los cebadores correspondientes a las porciones en el extremo 5’ de los primero y segundo ACPs se pueden
utilizar como cebadores 3’ y 5’ para amplificar el ADNc de la segunda cadena obtenido en la etapa (c), en donde los
extremos 3’ y 5’ del ADNCc de la segunda cadena, que inicialmente se sintetizan utilizando el segundo ACP, compren-
den la secuencia complementaria del primer ACP y la secuencia del segundo ACP, respectivamente, y también sirven
como sitios de apareamiento perfectos a los primero y segundo ACPs. La Fig. 3 ilustra también una representacién
esquematica para amplificar un fragmento de ADNc diana que comprende una regién en el extremo 3’ correspondiente
al extremo 3’ de ARNm mediante el procedimiento alternativo antes resefiado.

Uno de los rasgos importantes de la presente invencion para la 3°’-RACE es que el primer ACP que comprende
la secuencia de nucledtidos esencialmente complementaria a la cola poli A de ARNm se utiliza como un cebador
de la sintesis de ADNc y luego los ADNcs resultantes se utilizan directamente como moldes para la subsiguiente
amplificacion sin etapas de purificacion adicionales algunas para separar el cebador de la sintesis de ADNCc.

La reasociacién del primer ACP a los moldes se interrumpird subsiguientemente por el efecto de la porcién de
regulacion en las porciones en los extremos 3’ y 5° del ACP bajo condiciones de rigurosidad relativamente baja, segtin
se describe en el principio de ACP. Como resultado, la presente aplicacion a 3’-RACE simplifica los métodos RACE
convencionales reduciendo la etapa de purificacion y, también, el ACP utilizado en la presente aplicacién no implica
los problemas de fondo, debido a que la reasociacién de la porcién en el extremo 3’ se especifica por la presencia de
la porcién de regulador situada entre las porciones en los extremos 3’ y 5° en los ACPs, mientras que los cebadores
de la sintesis de ADNc convencionales, tales como cebadores oligo-dT para la 3’-RACE generan fondos durante la
PCR, que son productos no especificos. De acuerdo con una realizacién preferida, la férmula del primer ACP para la
sintesis de ADNc puede ser idéntica a la féormula (2).

Cuando un cebador especifico para genes se utiliza como cebador 5’. la primera amplificacién de un fragmento
de ADNc diana que contiene una secuencia en el extremo 3’ en la etapa (c) se lleva a cabo de acuerdo con métodos
de PCR convencionales tal como se conocen en la técnica. La expresion “especifica para genes”, con referencia a la
secuencia utilizada en esta memoria, se refiere a una secuencia parcial de un gen especifico o un complemento del
mismo que ha sido generalmente conocido o estd disponible para un experto en la técnica. Por lo tanto, el cebador
especifico para genes significa uno que comprende la secuencia especifica para genes.

La segunda cadena de ADNc generada se amplifica mediante la amplificacion en segunda fase que se utiliza en
la aplicacion de la presente invencion para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos diana de arriba. Dado que
el ACP descrito en esta invencidon puede generar una T,, estable en un cebador y también puede tolerar “pardmetros
de bisqueda del cebador” para el disefio del cebador, tal como longitud del cebador, temperatura de reasociacion,
contenido GC y longitud del producto de PCR, es til cuando las secuencias de cebadores especificos para genes
tienen una T,, baja o son demasiado sensibles a pardmetros de este tipo para generar productos especificos.

En otro aspecto de esta invencién, se proporciona un método para amplificar rapidamente un fragmento de ADN
diana que comprende una region de ADNc correspondiente a la regién en el extremo 5’ de un ARNm, en el que el
método comprende transcribir a la inversa el ARNm y realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores,
caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba. Preferiblemente,
el cebador de acuerdo con la estructura de ACP es uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia de
nucledtidos hibridante, especifica para genes, esencialmente complementaria a un sitio en el ADNc generado a partir
de transcripcién inversa.

En una realizacion especifica de esta invencion, se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) poner en contacto ARNms con un cebador de oligonucleétidos dT o cebador aleatorio como un cebador de la
sintesis de ADNc bajo condiciones suficientes para que ocurra una sintesis del dcido desoxirribonucleico enzimatica,
impulsada por el molde, en que el cebador de la sintesis de ADNc comprende una secuencia de nucleétidos hibridante,
esencialmente complementaria a una region de un ARNm para hibridarse con el mismo;

(b) transcribir inversamente los ARNms, utilizando una transcriptasa inversa, a los que se hibrida el cebador de la
sintesis de ADNc para producir una poblacién de primeras cadenas de ADNc que son complementarias a los ARNms
a los que se hibrida el cebador de la sintesis de ADNCc, con lo que se generan intermedios de ARNm-ADNCc;

(c) permitir que residuos citosina sean afnadidos como cola en los extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc
en forma de los intermedios de ARNm-ADNc mediante la reaccion de transferasa terminal de la transcriptasa inversa;

(d) poner en contacto las colas de citosina en los extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc generadas a partir
de la etapa (c) con un oligonucleétido que comprende una porcién en el extremo 3’ y una porcién en el extremo
5’ separadas por un grupo de bases universales o andlogos de bases no discriminatorias, en donde la porcién en el
extremo 3’ comprende al menos tres residuos guanina en su extremo 3’ para hibridarse con las colas de citosina en los

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314093 T3

extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc y la porcién en el extremo 5° comprende una secuencia de nucleétidos
arbitraria preseleccionada, en condiciones en las que la porcién en el extremo 3’ del oligonucleétido se hibrida a las
colas de citosina;

(e) extender los extremos 3’ con colas de las primeras cadenas de ADNc para generar una secuencia adicional,
complementaria al oligonucledtido utilizando transcriptasa inversa, en que el oligonucledtido sirve como un molde en
la reaccién de extension, con lo que se extienden primeras cadenas de ADNc de longitud completa;

(f) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de las primeras cadenas de ADNc obtenidas de la etapa (e)
a una primera temperatura de reasociacion, que comprende (i) y (ii) como sigue:

@) al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando
un primer cebador que comprende una secuencia de nucledtidos esencialmente complementaria a las
secuencias en el extremo 3’ de las primeras cadenas de ADNc de longitud completa, en condiciones en
las que el primer cebador se reasocia a los extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc de longitud
completa, con lo que se generan segundas cadenas de ADNc de longitud completa;

(i) al menos un ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando un
segundo cebador de una cualquiera de las reivindicaciones 1-25 que tiene en su porcion en el extremo 3’
una secuencia hibridante, especifica para genes, esencialmente complementaria a una regién en una de
las segundas cadenas de ADNc de longitud completa para hibridarse con las mismas, en condiciones en
las que el segundo cebador se reasocia a un sitio especifico para genes en una de las segundas cadenas
de ADNCc de longitud completa, con lo que se genera una cadena de ADNCc especifica para genes;

(g) llevar a cabo una amplificacion en una segunda fase de la cadena de ADNCc especifica para genes a una segunda
temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos dos ciclos de reaso-
ciacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacidn, utilizando los mismos primer y segundo cebadores que
los utilizados en las etapas (f)-(i) y (f)-(ii), respectivamente, o utilizando un par de cebadores cada uno de los cuales
comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada porcidn en el extremo 5’ de los primero y segundo
cebadores tal como se utilizan en las etapas (f)-(i) y (f)-(ii), respectivamente, bajo condiciones en las que cada cebador
se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5° de una cadena de ADNc especifica para genes, respectivamente,
con lo que se genera un producto de amplificacién de una cadena de ADNCc especifica para genes.

Las representaciones esquemadticas para amplificar un fragmento de ADNc diana que comprende una regién en
el extremo 5’ correspondiente al extremo 5° de ARNm utilizando un nuevo sistema de ACP, denominado 5’-RACE
basado en ACP, se ilustra en las Figs. 4A (utilizando cebador de oligonucleétido dT) y 4B (utilizando un cebador
aleatorio).

Las descripciones del cebador de oligonucledtido dT utilizado en la etapa (a) son idénticas a las utilizadas en el
presente método de amplificacién de una secuencia de acidos nucleicos diana a partir de un ARNm. Alternativamente,
cuando el tamafio de un ARm diana es tan grande que la transcriptasa inversa cae antes de alcanzar las secuencias 5’
completas, el cebador aleatorio se utiliza como cebador de la sintesis de ADNc.

De acuerdo con una realizacién preferida, la etapa (c), que permite incorporar como cola residuos citosina, se
realiza en presencia de un ion manganeso.

Las etapas (f) y (g) de la presente aplicacion puede ocurrir en un solo tubo utilizando la misma mezcla de reaccidn,
excepto los cebadores, lo que significa que las etapas (f) y (g) estdn separadas solamente en el tiempo. Se entenderia
que el o los cebadores utilizados en cada etapa (f) y (g) puedan afiadirse a la mezcla de reaccion en el momento de o
después de la sintesis de cada etapa. En una realizacién preferida, el o los cebadores afiadidos a la mezcla de reaccién
después de haberse completado cada etapa, seguido de la subsiguiente amplificacién por PCR de las segundas cadenas
de ADNCc.

Cuando se utiliza un cebador especifico para genes como cebador 5°, la amplificacién de un fragmento de ADNc
diana que contiene una secuencia en el extremo 5’ en la etapa (f) se lleva a cabo bajo condiciones de alta rigurosidad
de acuerdo con métodos de PCR convencionales, tal como se conoce en la técnica.

En una realizacién preferida, un fragmento de ADNc diana que contiene una secuencia en el extremo 5’ en la
etapa (f) se amplifica utilizando un segundo ACP que comprende una secuencia especifica para genes en la porcién
en el extremo 3’, mediante amplificaciones por PCR en dos fases que se utilizan en la aplicacién de la presente
invencién para amplificar una secuencia de 4cidos nucleicos diana de antes. Dado que el ACP descrito en esta in-
vencion puede generar una T,, estable en un cebador y tolerar “pardmetros de busqueda del cebador”, tal como el
disefio del cebador, que comprende longitud del cebador, temperatura de reasociacion, contenido GC y longitud del
producto de PCR, es particularmente titil cuando las secuencias de cebadores especificos para genes tienen una T,
baja o son demasiado sensibles a pardmetros de este tipo para generar productos especificos. La férmula del segun-
do ACP es idéntica a la férmula (1), en la que la porcién en el extremo 3’ contiene una secuencia especifica para
genes.
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El oligonucledtido para la etapa (d) es similar al cebador CapFinder (Chenchik et al., 1998; Chenchik et al., pat.
de EE.UU. n° 5.962.271 y 5.962.272) en el sentido de que ambos comprenden al menos tres residuos guanina en su
extremo 3’ y los usa como un cebador para conmutar un molde para la extensién en el extremo 3’ de la la primera
cadena de ADNc mediante transcriptasa inversa, mientras que son claramente diferentes uno de otro en términos de la
funcién de una conmutacién en el control de la reasociacién del cebador a un 4cido nucleico molde asociado con una
temperatura de reasociacion durante la PCR. El cebador CapFinder no comprende grupo de residuo de base universal
alguno que es el responsable de regular la reasociacién del cebador en ACP, de modo que el método PCR CapFinder
para 5’-RACE (Chenchik et al., 1998) no puede estar exenta de un alto fondo, tal como difusién de ADN que surge
de la contaminacién de los cebadores, tales como los cebadores CapFinder y oligo-dT utilizados en la sintesis de
ADNCc durante la PCR. Por otro lado, el grupo de residuo de base universal del primer ACP juega un papel clave en
la regulacion de la reasociacién del cebador, de modo que el presente método no proporciona causa alguna para los
problemas de fondo durante la subsiguiente amplificacién por PCR; este es un rasgo clave de la aplicacién de ACP a
5’-RACE.

Ademéds, cuando el ACP de la presente invencion se utiliza en la tecnologia 5’-RACE, no es necesario efectuar el
procedimiento de separacidn fisica tal como la sintesis de ADNc en fase sélida y procesos que han sido introducidos
como un método alternativo para separar todos los contaminantes utilizados en la sintesis de ADNc (Schramm et al.,
2000).

En una realizacién preferida, el oligonucle6tido para formar uno o méas pares de bases con la cola citosina para 5’-
RACE que tiene una estructura similar a ACP, en donde el oligonucleétido se representa por la formula general (3):
57-dX5.30-dY,_19-dZ,_1,-3’, en donde dX representa un desoxirribonucleétido y comprende una secuencia arbitraria
preseleccionada; dY representa una porcioén de regulador que comprende 2-10 bases universales o andlogos de bases
no discriminatorias; dZ representa un desoxirribonucledtido y comprende una secuencia arbitraria preseleccionada; y
G;_s representa tres a cinco guaninas.

Lo mas preferiblemente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ dZ es de aproximadamente 2-3 nucleé6tidos de
longitud. Ademds, en una realizacién, la porcién en el extremo 5° dX puede incluir una secuencia que es reconocida
por una endonucleasa de restriccién.

El G;_s puede ser tres a cinco riboguaninas o desoxiguaninas, o una combinacién de riboguanina y desoxirribogua-
nina. En una realizacién mds preferida, el G;_s comprende dos riboguaninas y una desoxirriboguanina (r(G),-d(G)-
3’), lo mas preferiblemente tres riboguaninas.

Cuando el cebador especifico para genes en la etapa (f) se utiliza como cebador 3’ para 5’-RACE, un fragmento
de ADNCc diana que contiene una secuencia en el extremo 5’ se amplifica bajo las condiciones de alta rigurosidad, por
métodos de PCR convencionales, tal como se conocen en la técnica.

En una realizacién preferida, un fragmento de ADNc diana que contiene una secuencia en el extremo 5’ se ampli-
fica utilizando un segundo ACP que comprende una secuencia especifica para genes en la porcién en el extremo 3’,
mediante amplificaciones en dos fases que se realiza en la aplicacion para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos
diana en la presente invencién. Dado que el ACP descrito en esta invencién puede proporcionar una T,, estable en un
cebador y también tolerar “pardmetros de busqueda del cebador” para el disefio del cebador, tal como longitud del
cebador, temperatura de reasociacion, contenido GC y longitud del producto de PCR, es ttil cuando las secuencias de
cebadores especificos para genes tienen una T,, baja o son demasiado sensibles a pardmetros de este tipo para generar
productos especificos. La férmula del segundo ACP es idéntica a la férmula (1), en la que la porcién en el extremo 3’
contiene una secuencia especifica para genes.

El uso de ACP en la tecnologia RACE simplifica y mejora significativamente las tecnologias RACE convencionales
con respecto a la amplificacién de extremos de ADNcs segun se describe arriba. El rasgo vital del presente método
es estar exento de los problemas de fondo que surgen de los cebadores utilizados en métodos RACE convencionales.
Por consiguiente, este método descrito en esta memoria puede ser mds eficaz, mds facil, menos complejo y mas
reproducible que métodos RACE convencionales.

Todavia en otro aspecto de esta invencién se proporciona un kit para amplificar rdpidamente un fragmento de
ADNCc diana que comprende una regién en el extremo 3’ de ARNm, que comprende el cebador para el control de la
reasociacién o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacidn previamente descritos (incluidos el primer y
segundo cebadores). De acuerdo con una realizacion de esta invencion, este kit comprende, ademads, un cebador o par
de cebadores con una secuencia de nucledtidos que corresponde a la porcién en el extremo 5° de los ACPs; en el caso de
que la porcién en el extremo 5’ comprenda una secuencia de cebador universal, es mds preferido que el kit comprenda
los cebadores universales. Los presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para llevar a cabo
reacciones PCR, tales como tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y desoxirribonucleétido-5’-
trifosfatos. Opcionalmente, los kits pueden también incluir diversas moléculas de nucleétidos, transcriptasa inversa,
diversos tampones y reactivos y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN polimerasa. Los kits también pueden
incluir reactivos necesarios para llevar a cabo reacciones de control positivas y negativas. Cantidades Optimas de
reactivos a utilizar en una reaccién dada se pueden determinar facilmente por parte del experto con los beneficios de
la presente descripcion. Tipicamente, los kits estdn destinados a contener en envases o compartimientos separados los
constituyentes antes descritos.
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En un aspecto adicional de esta invencién se proporciona un kit para amplificar rapidamente un fragmento de
ADNCc diana que comprende una regién en el extremo 5’ de ARNm, que comprende el cebador para el control de la
reasociacién o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacion previamente descritos (incluidos el cebador
de oligonucleétidos dT y el cebador aleatorio para la sintesis de ADNc, el oligonucledtido para formar uno o mas
pares de bases con la cola citosina, el primer cebador y el segundo cebador). De acuerdo con una realizacién de esta
invencion, estos kits comprenden, ademds, un par de cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos que corresponde a cada una de las porciones en el extremo 5’ del primer y segundo cebadores tal como
se utilizan en las etapas (f)-(i) y (f)-(ii); en el caso de que la porcién en el extremo 5’ comprenda una secuencia de
cebador universal, es mas preferido que el kit comprenda los cebadores universales.

V. Aplicacion a la amplificacion de ADNc de longitud completa

En un aspecto adicional de esta invencién, se proporciona un método para amplificar una poblacién de ADNcs
de doble cadena, de longitud completa, complementarios a ARNms, en el que el método comprende transcribir a la
inversa el ARNm y realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un
cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba. Preferiblemente, el cebador que tiene la estructura
de ACP es uno que tiene una secuencia de nucleétidos esencialmente complementaria a colas poli A de ARNms.

En una realizacién especifica de esta invencion se proporciona un método que comprende:

(a) poner en contacto los ARNms con un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba, en
que la porcién en el extremo 3’ del primer cebador tiene una secuencia de nucleétidos hibridante, esencialmente
complementaria a colas poli A de los ARNms para hibridarse con los mismos, bajo condiciones suficientes para que
ocurra una sintesis del dcido desoxirribonucleico enzimatica, impulsada por el molde;

(b) transcribir inversamente los ARNms, utilizando una transcriptasa inversa, a los que se hibrida el primer cebador
para producir la poblacién de primeras cadenas de ADNc que son complementarias a los ARNms a los que se hibrida
el cebador, con lo que se generan intermedios de ARNm-ADNCc;

(c) permitir que residuos citosina sean aiadidos como cola en los extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc
en forma de los intermedios de ARNm-ADNc mediante la reaccidn de transferasa terminal de la transcriptasa inversa;

(d) poner en contacto las colas de citosina en los extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc generadas a partir
de la etapa (c) con un oligonucledtido que comprende una porcién en el extremo 3’ y una porcién en el extremo
5’ separadas por un grupo de bases universales o andlogos de bases no discriminatorias, en donde la porcién en el
extremo 3’ comprende al menos tres residuos guanina en su extremo 3’ para hibridarse con las colas de citosina en los
extremos 3’ de las primeras cadenas de ADNc y la porcién en el extremo 5’ comprende una secuencia de nucleétidos
arbitraria preseleccionada, en condiciones en las que la porcion en el extremo 3’ del oligonucledtido se hibrida a las
colas de citosina;

(e) extender los extremos 3’ con colas de las primeras cadenas de ADNc para generar una secuencia adicional,
complementaria al oligonucledétido utilizando transcriptasa inversa, en que el oligonucleétido sirve como un molde en
la reaccién de extension, con lo que se extienden primeras cadenas de ADNc de longitud completa; y

(f) llevar a cabo una amplificacién de las primeras cadenas de ADNc de longitud completa generadas a partir de la
etapa (e), que comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion,
utilizando un par de cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos correspondiente
al mismo primer cebador y oligonucledtido que los utilizados en las etapas (a) y (d), respectivamente, o un par de
cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos correspondiente a cada una de las porciones
en los extremos 5’ del primer cebador y oligonucleétido que los utilizados en las etapas (a) y (d), respectivamente,
en condiciones en que cada cebador se reasocia a las secuencias de los extremos 3’ y 5 de las primeras cadenas de
ADNCc de longitud completa, respectivamente, con lo que se generan productos de amplificacién de cadenas de ADNc
de longitud completa, complementarias a los ARNms.

Dado que esta aplicacion utilizando el ACP de esta invencién emplea, en principio, los presentes métodos para la
amplificacion de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentados, se omiten las descripciones comunes entre
ellos, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacion que conduce a una multiplicidad indebida. Ademas, el
ACEP arriba descrito, en el que la porcion en el extremo 3’ tiene una secuencia de nucleétidos hibridante esencialmente
complementaria a colas poli A es, en principio, idéntico al primer cebador para el presente método para 3’-RACE.
Ademas, el oligonucledtido para formar uno o mds pares de bases con la cola citosina y el par de cebadores utilizado
en la etapa (f) son, en principio, idénticos a los de 5’-RACE de esta invencién comentada arriba.

En la Fig. 5 se ilustra una representacion esquematica para amplificar moléculas de ADNc de longitud completa
de la presente invencion.

El uso de ACP simplifica y mejora significativamente las tecnologias convencionales con respecto a la amplifica-
cién de ADNcs de longitud completa. El rasgo vital del presente método es estar exento de los problemas de fondo
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que surgen de los cebadores utilizados en métodos convencionales. Por consiguiente, este método descrito en esta
memoria puede ser mds eficaz, mds ficil, menos complejo y mds reproducible que métodos convencionales.

Todavia en un aspecto adicional de esta invencién se proporciona un kit para amplificar un ADNc de doble cadena,
de longitud completa, complementarios a ARNm, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el
conjunto de cebadores para el control de la reasociacién arriba descritos (incluidos el cebador de oligonucleétidos
dT, el oligonucleétido para formar uno o mas pares de bases con la cola citosina, el o los cebadores utilizados en la
etapa (f)). De acuerdo con una realizacién de esta invencion, estos kits comprenden, ademas, un par de cebadores,
cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada una de las porciones en
el extremo 5 del cebador y oligonucleédtido utilizado en las etapas (a) y (d), respectivamente; en el caso de que la
porcion en el extremo 5° comprenda una secuencia de cebador universal, es més preferido que el kit comprenda los
cebadores universales. Los presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para llevar a cabo
reacciones PCR, tales como tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y desoxirribonucledtido-
5’-trifosfatos. Opcionalmente, los kits pueden también incluir diversas moléculas de polinucledtidos, transcriptasa
inversa, diversos tampones y reactivos y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN polimerasa. Los kits también
pueden incluir reactivos necesarios para llevar a cabo reacciones de control positivas y negativas. Cantidades optimas
de reactivos a utilizar en una reaccién dada se pueden determinar ficilmente por parte del experto con los beneficios
de la presente descripcion. Tipicamente, los kits estdn destinados a contener en envases o compartimientos separados
los constituyentes antes descritos.

V1. Aplicacion a la amplificacion de ADNc enriquecido en 5’

En otro aspecto de esta invencidn, se proporciona un método para amplificar una poblacién de ADNcs de doble
cadena, enriquecidos en 5°, que comprenden regiones de ADNc que corresponden a las regiones en el extremo 5 de
ARNms, en el que el método comprende transcribir a la inversa el ARNm y realizar una reaccién de amplificacién
utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos
arriba. Preferiblemente, el cebador que tiene la estructura de ACP, utilizado para la sintesis de ADNc, es uno que tiene
en su porcién en el extremo 3’ al menos seis secuencias de nucledtidos aleatorias.

En una realizacién especifica de esta invencién se proporciona el método que comprende:

(a) poner en contacto los ARNms con un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba, en
condiciones suficientes para que ocurra una sintesis del 4cido desoxirribonucleico enzimdtica, impulsada por el molde,
en donde la porcion en el extremo 3’ del primer cebador tiene al menos seis secuencias de nucleétidos aleatorias;

(b) realizar las etapas (b)-(e) del método para amplificar una poblaciéon de ADNcs de doble cadena, de longitud
completa, con lo que se extienden primeras cadenas de ADNc enriquecidas en 5’;

(c) llevar a cabo una amplificacion de las primeras cadenas de ADNc enriquecidas en 5’ generadas a partir de la
etapa (b), que comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion,
utilizando un par de cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada
una de las porciones en el extremo 5’ del cebador y oligonucleétido utilizados en las etapas (a) y (b), respectivamente,
en condiciones en las que cada uno de los cebadores se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ de las
primeras cadenas de ADNc enriquecidas en 5°, con lo que se generan productos de amplificacion de las cadenas de
ADNCc enriquecidas en 5°.

Dado que esta aplicacién utilizando el ACP de esta invencién emplea, en principio, los presentes métodos para la
amplificacién de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentados, se omiten las descripciones comunes entre
ellos, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacion que conduce a una multiplicidad indebida. Ademas, el
oligonucleétido para formar uno o més pares de bases con la cola citosina y el par de cebadores utilizado en la etapa
(c) son, en principio, idénticos a los de 5’-RACE de esta invencién comentada arriba.

En la Fig. 6 se ilustra una representacion esquemdtica para amplificar ADNcs de doble cadena, enriquecidos en 5°,
complementarios a ARNms.

ADNCcs enriquecidos en 5 se refiere a una porcién importante de los constituyentes del ADNc que contienen la
informacidn en la secuencia de nucleétidos del extremo 5’ de los ARNms, de los que se derivan los ADNcs.

La férmula del primer cebador es idéntica a la férmula (1), en la que la porcién en el extremo 3’ comprende una
secuencia de nucledtidos aleatoria. En una realizacién preferida, la porcién en el extremo 3’ del primer cebador utili-
zado en la etapa (a) contiene al menos seis desoxirribonucleétidos aleatorios. En una realizacion preferida, la porcién
en el extremo 5’ del primer cebador utilizado en la etapa (a) puede incluir que es reconocida por una endonucleasa de
restriccion.

Los métodos convencionales requieren mas etapas para amplificar moléculas de ADNc enriquecidas en 5°, com-
plementarias a las moléculas de ARNm, que el presente método, debido a que los métodos convencionales utilizan
los cebadores convencionales que no tienen la funcién de controlar la reasociacién del cebador. En contraposicion,
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este presente método es, de manera considerable, una propuesta simple y eficaz debido a la funcién de regular la
reasociacion del cebador generada por el efecto de un grupo residual de base universal en el ACP.

Todavia en otro aspecto de esta invencion se proporciona un kit para amplificar ADNcs de doble cadena, enrique-
cidos en 5°, complementarios a ARNm, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el conjunto de
cebadores para el control de la reasociacion arriba descritos (el primer cebador, el oligonucleétido para formar uno o
mads pares de bases con la cola citosina). De acuerdo con una realizacién de esta invencion, estos kits comprenden,
ademads, un par de cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada
una de las porciones en el extremo 5’ del cebador y oligonucledtido utilizado en las etapas (a) y (b), respectivamente;
en el caso de que la porcién en el extremo 5° comprenda una secuencia de cebador universal, es mas preferido que el kit
comprenda los cebadores universales. Los presentes kits pueden incluir, opcionalmente, los reactivos requeridos para
llevar a cabo reacciones PCR, tales como tampones, ADN polimerasa, cofactores de ADN polimerasa y desoxirri-
bonucledtido-5’-trifosfatos. Opcionalmente, los kits pueden también incluir diversas moléculas de polinucleétidos,
transcriptasa inversa, diversos tampones y reactivos y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN polimerasa. Los
kits también pueden incluir reactivos necesarios para llevar a cabo reacciones de control positivas y negativas. Cantida-
des optimas de reactivos a utilizar en una reaccién dada se pueden determinar facilmente por parte del experto con los
beneficios de la presente descripcion. Tipicamente, los kits estdn destinados a contener en envases 0 compartimientos
separados los constituyentes antes descritos.

VIL. Aplicacion a las huellas de ADN o ARN

Esta aplicacién utilizando el ACP de la presente invencion puede proporcionar un método mejorado para detectar
polimorfismos en ADN gendmico (huella de ADN) o para detectar la expresion diferencial de genes en ARNm (huella
de ARN).

En un aspecto adicional de esta invencidn se proporciona un método para producir una huella de ADN de ADNg,
en el que el método comprende realizar una reaccién de amplificacion utilizando cebadores, caracterizado porque al
menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs arriba descritos. Preferiblemente, el cebador que tiene la es-
tructura de ACP es uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia de nucledétidos arbitraria, esencialmente
complementaria a sitios en el ADNg.

En una realizacién especifica de esta invencidn se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la huella de ADN, que es un conjunto de segmentos
discretos de ADN, caracteristicos del genoma, a partir de un ADNg a una primera temperatura de reasociacion, que
comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando
el cebador o el par de cebadores de uno cualquiera de los ACPs antes descritos, en donde cada cebador tiene en su
porcion en el extremo 3’ una secuencia de nucledtidos arbitraria, esencialmente complementaria a sitios en el ADNg
para hibridarse con el mismo, bajo condiciones en las que el cebador o el par de cebadores se reasocia al ADNg, con
lo que se produce el conjunto de segmentos discretos de ADN caracterizados como una huella de ADN; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase del conjunto de segmentos discretos de ADN, generados
a partir de la etapa (a) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que
comprende al menos un ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando el
mismo cebador o par de cebadores que los utilizados en la etapa (a) o utilizando un cebador o un par de cebadores
cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada porcién en el extremo 5’ del
cebador o del par de cebadores utilizados en la etapa (a), bajo condiciones en las que el cebador o cada uno de los
pares de cebadores se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ del conjunto de segmentos discretos de ADN,
generados a partir de la etapa (a), respectivamente, con lo que se re-amplifica el conjunto de segmentos discretos de
ADN.

Todavia en un aspecto adicional de esta invencion se proporciona un método para producir una huella de ARN de
una muestra de ARNm, en el que el método comprende transcribir a la inversa y realizar una reaccién de amplificacién
utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs. Preferible-
mente, el cebador de acuerdo con la estructura de ACP es uno que tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia
de nucledtidos arbitraria, esencialmente complementaria a sitios en las cadenas de ADNc generadas a partir de trans-
cripcién inversa y/o que tiene en su porcidn en el extremo 3’ una secuencia de nucleétidos arbitraria, esencialmente
complementaria a colas poli A de los ARNms.

En una realizacién especifica de esta invencién se proporciona un método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) poner en contacto la muestra de ARNm con un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs arriba descritos,
en el que el primer cebador tiene una secuencia de nucleétidos hibridante, esencialmente complementaria a colas poli
A de la muestra de ARNm para hibridarse con las mismas, en condiciones suficientes para que ocurra una sintesis del
acido desoxirribonucleico enzimatica, impulsada por el molde;
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(b) transcribir inversamente la muestra de ARNm a la que se hibrida el primer cebador para producir una poblacién
de primeras cadenas de ADNc que son complementarias a la muestra de ARNm a la que se hibrida el primer cebador;

(c) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la poblacién de primeras cadenas de ADNc generadas
a partir de la etapa (b) a una primera temperatura de reasociacién, que comprende al menos un ciclo de reasociacién
del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion, utilizando un segundo cebador o par de cebadores de uno
cualquiera de los ACPs antes descritos, en donde cada cebador tiene en su porcion en el extremo 3’ una secuencia de
nucledtidos arbitraria, esencialmente complementaria a sitios en las primeras cadenas de ADNc para hibridarse con
la misma, en condiciones en las que el cebador o par de cebadores se reasocia a la muestra de ARNm, con lo que se
produce un conjunto de segmentos discretos de ADNc caracterizados como una huella de ARN; y

(d) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase del conjunto de segmentos discretos de ADN, generados
a partir de la etapa (c) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que
comprende al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extensién del cebador y desnaturalizacién, utilizando el
mismo cebador o par de cebadores que los utilizados en la etapa (c) o utilizando un cebador o un par de cebadores
cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada porcién en el extremo 5 del
cebador o del par de cebadores utilizados en la etapa (c), bajo condiciones en las que el cebador o cada uno de los
pares de cebadores se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ del conjunto de segmentos discretos de ADN,
generados a partir de la etapa (c), respectivamente, con lo que se re-amplifica el conjunto de segmentos discretos de
ADN.

Dado que esta aplicacion utilizando el ACP de esta invencién emplea, en principio, los presentes métodos para la
amplificacion de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentados, se omiten las descripciones comunes entre
ellos, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacién que conduce a una multiplicidad indebida. Ademas,
la huella de ARN sigue, en principio, el presente método para detectar ADN complementario a ARNm expresado
diferencialmente.

La expresiéon “ADN genémico”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una poblacién de ADN que
comprende el conjunto completo de genes presentes en una especie preseleccionada. Al conjunto completo de genes
en una especie se le alude también como genoma. El término “huella” de ADN o ARN, tal como se utiliza en esta
memoria, se refiere a un conjunto de amplificaciones discretas de ADN, caracteristicas de un genoma o un conjunto
de segmentos discretos de ADNc, caracteristicos de una muestra de ARNm, respectivamente.

En las huellas por PCR previas, cebadas arbitrariamente, denominadas AP-PCR, se han utilizado cebadores ar-
bitrarios cortos o largos en condiciones de no rigurosidad para las amplificaciones tempranas de 2-5 ciclos, debido
a que se requiere una baja temperatura de reasociacion para lograr un cebado arbitrario, de manera que una porcién
importante de fragmentos aislados todavia no es reproducible, a pesar de que la amplificacién eficaz prosigue en los
ciclos siguientes en condiciones de alta rigurosidad.

En contraposicién a AP-PCR, la PCR basada en ACP para la huella aumenta la especificidad de la reasociacién
del cebador durante la PCR debido a la funcién de un grupo residual de base universal situado entre las porciones
en los extremos 3’ y 5’ de ACP, en donde el grupo residual de base universal restringe el sitio de reasociacién a la
porcidn en el extremo 3’ del ACP y permite también que esta porcion en el extremo 3’ se reasocie a una temperatura
de reasociacién relativamente alta. Asi, la PCR basada en ACP para la huella elimina por completo productos falsos
positivos y aumenta significativamente la reproducibilidad.

En una realizacion preferida, el ACP contiene una secuencia arbitraria en la porcién en el extremo 3’ con al menos
6 nucledtidos de longitud. Mds preferiblemente, la porcién en el extremo 3’ contiene §-15 nucleétidos de longitud, lo
m4s preferiblemente aproximadamente 10 nucleétidos de longitud.

Se puede utilizar un ACP sencillo o un par de ACPs para detectar polimorfismos en huellas de ADN. Preferible-
mente, se utiliza un par de ACPs para la huella de ADN, debido a que un par de ACPs produce mds productos que lo
hace un ACP arbitrario sencillo.

Un ejemplo de la huella de ADN utilizando ACP se efectia mediante amplificaciones por PCR en dos fases en las
condiciones siguientes: se realizan reacciones de amplificacion en condiciones de baja rigurosidad mediante dos ciclos
de la PCR en primera fase, que comprende reasociacion, extension y reaccién de desnaturalizacidn; se precalienta la
mezcla de reaccién que contiene ADN gendmico, tampdn de reaccion PCR. MgCl,, dNTPs (dATP, dCTP, dGRTP y
dTTP) y un par de ACPs, se afiade Taq polimerasa a la mezcla de reaccién; se realizan las reacciones PCR, seguido
de la desnaturalizacién del producto de amplificacién; después de la reaccién completa de la PCR en primera fase,
el cebador JYC4 arbitrario preseleccionado, correspondiente a la porcién en el extremo 5° de los ACPs se afiade a la
mezcla de reaccién y después se efectiia una amplificacién por PCR en segunda fase.

Debe sefialarse que se utiliza una concentracién apropiada de ACP para producir la huella de ADN. Si la cantidad
de ACP es demasiado baja, los productos de la PCR amplificados resultantes no son reproducibles. En contraposicion,
la cantidad en exceso del ACP genera fondos tal como una difusién de ADN durante la PCR. En una realizacién pre-
ferida, la concentracion del ACP es aproximadamente entre 0,1 uM y 2 uM. Lo mds preferiblemente, la concentracién
del ACP es aproximadamente 1,4 uM.
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En una realizacién preferida, la concentracién del cebador correspondiente a la porcién en el extremo 5 de los
ACPs es aproximadamente entre 0,1 uM y 2 uM, lo més preferiblemente, aproximadamente 0,8 uM.

Las muestras de ADN gendémico y de ARNm se pueden obtener de una diversidad de plantas, animales (ser huma-
no) y microbios y de diferentes organismos individuales.

Los productos amplificados se pueden analizar mediante electroforesis en gel. En una realizacion, los productos de
la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia
o métodos de deteccion no radiactivos tal como la tincién con plata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el
uso de oligonucle6tidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994; Luehrsen ef al., 1997; Smith
et al., 1997), y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Todavia en un aspecto adicional de esta invencion se proporciona un kit para producir una huella de ADN mediante
el uso de ADNg o ARNm, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el conjunto de cebadores
para el control de la reasociacion arriba descrito. Las descripciones de los kits para la amplificacién de secuencias
de 4cidos nucleicos y para detectar ADN complementario a ARNm expresado diferencialmente de esta invencién se
pueden aplicar al presente kit.

VIIL. Aplicacion a la identificacion de segmentos de homologia conservada en familias de multigenes

Esta aplicacién utilizando ACP de la presente invencién también puede proporcionar un método mejorado para la
identificacién de segmentos de homologia conservada en familias de multigenes.

En otro aspecto de esta invencion se proporciona un método para identificar segmentos de homologia conservada
en una familia de multigenes a partir de una muestra de ARNm, en el que el método comprende transcribir a la inversa
y realizar una reaccién de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de
uno cualquiera de los ACPs descritos arriba. Preferiblemente, el cebador con la estructura de ACP es uno que tiene en
su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia consenso de un
segmento de homologia conservada en cadenas de ADNc generadas a partir de transcripcion inversa y/o que tiene en
su porcién en el extremo 3’ una secuencia de nucledtidos hibridante, esencialmente complementaria a colas poli A de
los ARNms.

En una realizacién especifica de esta invencidn se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) poner en contacto la muestra d¢ ARNm con un primer cebador de una cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
en el que el primer cebador tiene una secuencia de nucleétidos hibridante, esencialmente complementaria a colas poli
A de la muestra de ARNm para hibridarse con las mismas, en condiciones suficientes para que ocurra una sintesis del
acido desoxirribonucleico enzimatica, impulsada por el molde;

(b) transcribir inversamente la muestra de ARNm a la que se hibrida el primer cebador para producir una poblacién
de primeras cadenas de ADNc que son complementarias a la muestra de ARNm a la que se hibrida el primer cebador;

(c) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la poblacién de primeras cadenas de ADNc generadas
a partir de la etapa (b) a una primera temperatura de reasociacién, que comprende al menos un ciclo de reasociacién
del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion, utilizando un segundo cebador o par de cebadores de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-25, teniendo cada cebador en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante,
esencialmente complementaria a una secuencia consenso o una secuencia degenerada que codifica una secuencia de
aminodcidos de un segmento de homologia conservada en las primeras cadenas de ADNc para hibridarse con la misma,
en condiciones en las que el segundo cebador se reasocia a la secuencia consenso, con lo que se generan segmentos
de ADNCc en el extremo 3’ que tienen la secuencia consenso o la secuencia degenerada; y

(d) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de los segmentos de ADNc en el extremo 3’°, generados
a partir de la etapa (c) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que
comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extensién del cebador y desnaturalizacién, utilizando el
mismo primer y segundo cebadores que los utilizados en las etapas (a) y (c) o utilizando un par de cebadores cada uno
de los cuales comprende una secuencia de nucledtidos que corresponde a cada porcidn en el extremo 5’ del primer y
segundo cebadores utilizados en las etapas (a) y (c), bajo condiciones en las que cada uno de los cebadores se reasocia
a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ de los segmentos de ADNc en el extremo 3’, respectivamente, con lo que se
amplifican segmentos de ADNc de homologia conservados en el extremo 3’.

Larealizacidn especifica sigue, en principio, el presente método para 3°-RACE como se ha comentado previamente,
excepto por el segundo cebador utilizado.

En otra realizacién especifica de esta invencion se proporciona el método de utilizar amplificaciones en dos fases,
que comprende:
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(a) realizar las etapas (a)-(e) del método para amplificar una poblacién de ADNc de doble cadena, de longitud
completa, con lo que se generan cadenas de ADNc de longitud completa;

(b) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de las primeras cadenas de ADNc, de longitud completa,
obtenidas de la etapa (a) a una primera temperatura de reasociacion, que comprende las etapas de:

@) al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando
un primer cebador que comprende una secuencia de nucledtidos esencialmente complementaria a las
secuencias en el extremo 3’ de las primeras cadenas de ADNc de longitud completa, en condiciones
en las que el primer cebador se reasocia a las primeras cadenas de ADNc de longitud completa, en
condiciones en las que el primer cebador se reasocia a los extremos 3’ de las primeras cadenas de
ADNCc de longitud completa, con lo que se generan segundas cadenas de ADNc de longitud completa; y

(i) al menos un ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando un
segundo cebador de una cualquiera de las reivindicaciones 1-25 que tiene en su porcién en el extremo
3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia consenso o una secuencia
degenerada que codifica una secuencia de aminodcidos de un segmento de homologia conservada en las
segundas cadenas de ADNc de longitud completa para hibridarse con las mismas, en condiciones en las
que el segundo cebador se reasocia a la secuencia consenso o una secuencia degenerada de segundas
cadenas de ADNc de longitud completa, con lo que se generan segmentos de ADNc en el extremo 5’
que tienen la secuencia consenso o la secuencia degenerada; y

(c) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de los segmentos de ADNc en el extremo 5’ generados
a partir de la etapa (b) a una segunda temperatura de reasociacioén, que es en condiciones de alta rigurosidad, que
comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion, utilizando los
mismos primer y segundo cebadores que los utilizados en las etapas (b)-() y (b)-(ii), respectivamente, o utilizando
un par de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucledtidos que corresponde a cada porcién
en el extremo 5° de los primero y segundo cebadores utilizados en las etapas (b)-(i) y (b)-(ii), respectivamente, bajo
condiciones en las que cada cebador se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5° de los segmentos de ADNc
en el extremo 5’, respectivamente, con lo que se amplifican los segmentos de ADNc de homologia conservada en el
extremo 5.

Esta realizacién especifica sigue, en principio, el presente método para 5’-RACE como se ha comentado previa-
mente, excepto por el segundo cebador utilizado.

En un aspecto adicional de esta invencién se proporciona un método para identificar segmentos de homologia
conservada en una familia de multigenes a partir de ADNg, en el que el método comprende realizar una reaccién
de amplificacién utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los
ACPs arriba descritos. Preferiblemente, el cebador que tiene la estructura de ACP es uno que tiene en su porcién
en el extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia consenso 0 una secuencia
degenerada que codifica una secuencia de aminodcidos de un segmento de homologia conservada en el ADNg.

En una realizacién especifica de esta invencidn se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de los segmentos de homologia conservada a partir del
ADNg a una primera temperatura de reasociacién, que comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador,
extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando el cebador o el par de cebadores de uno cualquiera de los ACPs
antes descritos, en donde cada cebador tiene en su porcién en el extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente
complementaria a una secuencia consenso o una secuencia degenerada que codifica una secuencia de aminodcidos
de un segmento de homologia conservada en el ADNg para hibridarse con el mismo, bajo condiciones en las que el
cebador o el par de cebadores se reasocia a la secuencia consenso o la secuencia degenerada de ADNg, con lo que se
generan segmentos de ADN gendmico que tienen la secuencia consenso o la secuencia degenerada; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de los segmentos de ADN genémico generados a partir de
la etapa (a) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al
menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando el mismo cebador
o par de cebadores que los utilizados en la etapa (a) o utilizando un cebador o un par de cebadores cada uno de los
cuales comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a cada porcién en el extremo 5’ del cebador o del par
de cebadores utilizados en la etapa (a), bajo condiciones en las que el cebador o cada uno de los pares de cebadores se
reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5° de los segmentos de ADN gendmico, generados a partir de la etapa
(a), respectivamente, con lo que se re-amplifican segmentos genémicos de homologia conservada.

El presente método sigue, en principio, el presente método para amplificar una secuencia de 4cidos nucleicos diana
a partir de un ADN como se ha comentado previamente, excepto por el segundo cebador utilizado.

Dado que esta aplicacion utilizando el ACP de esta invencion emplea, en principio, los presentes métodos para
la amplificacién de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentados, se omiten las descripciones comunes
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entre ellos con el fin de evitar la complejidad de esta memoria descriptiva que conduzca a una multiplicidad excesiva.
Ademds, en los casos en los que se utilice un ARNm como material de partida, los presentes métodos para 3’- 6 5°-
RACE se aplican, en principio, a los presentes métodos para la identificacién de segmentos de homologia conservada
en familias de multigenes.

La férmula del ACP para la identificacién de segmentos de homologia conservada en familias de multigenes es
idéntica a la férmula (1), en la que la porcidn en el extremo 3’ de ACP tiene una secuencia hibridante, esencialmente
complementaria a una secuencia consenso en una familia de genes o una secuencia degenerada que codifica una
secuencia de aminodcidos de una homologia conservada.

Existen dos propuestas principales para disefiar un cebador degenerado: (a) utilizando datos de una secuencia
peptidica obtenidos de una proteina purificada; y (b) utilizando datos de una secuencia de proteina consenso a partir
de alineaciones de familias de genes. Si los ortélogos del gen de interés han sido clonados a partir de otros organismos,
o si el gen es un miembro de una familia de genes, serd posible generar alineaciones de la secuencia de la proteina.

Estas pueden revelar regiones apropiadas para el disefio de cebadores degenerados, por ejemplo a partir de una
secuencia consenso de regiones muy conservadas. Las amplificaciones utilizando cebadores degenerados pueden ser
problemdticas, a veces, y pueden requerir de una optimizacién. El primer pardmetro es la temperatura de reasociacion.
Es importante mantener la temperatura de reasociacion lo mds alta posible para evitar una extensa amplificacién no
especifica, y una buena regla general es utilizar 55°C como temperatura de partida. En general, es dificil mantener esta
regla, ya que deberian disefiarse cebadores degenerados, en base a secuencias de aminodcidos, como una condicién
previa. Sin embargo, el ACP de la presente invencion no tiene que satisfacer este requisito, ya que permite una elevada
temperatura de reasociacidn, tal como 65°C, en la amplificaciéon por PCR de segunda fase, independientemente del
disefio del cebador.

De acuerdo con una realizacion preferida, el segundo cebador es una agrupacion de cebadores, cada uno de los cua-
les comprende una secuencia degenerada, seleccionada de una pluralidad de los nucleétidos que codifican la secuencia
de aminodcidos de la secuencia consenso.

La expresion “region conservada” y, mds especificamente, “regién conservada de un gen en una familia de mul-
tigenes”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un segmento de una secuencia de nucledtidos de un gen
o secuencia de aminodcidos de una proteina que es significativamente similar entre miembros de familias de genes.
El grado de similitud puede variar. En algunos casos, las regiones conservadas serdn idénticas entre los miembros
de la familia. En algunos casos, la secuencia de nucleétidos puede variar significativamente, pero sigue codificando
segmentos de aminodcidos que estdn conservados entre miembros de la familia. La expresién “secuencia consenso’,
tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a las bases que con mds frecuencia se encuentran en cualquier posicién
dada, cuando se compara un gran nimero de secuencias de nucleétidos similares.

Alternativamente, los presentes métodos para la identificaciéon de segmentos de homologia conservada también se
pueden combinar con aquellos para detectar ARNms expresados diferencialmente.

Todavia en un aspecto de esta invencién se proporciona un kit para identificar un segmento de homologia conser-
vada en una familia de multigenes mediante el uso de ARNm o ADNg, que comprende el cebador para el control de
la reasociacion o el conjunto de cebadores para el control de la reasociacién arriba descritos. Las descripciones de los
kits para la amplificacion de la secuencia de dcidos nucleicos, se puede aplicar 3’-RACE y 5’-RACE de esta invencién
al presente kit.

IX. Aplicacion a la identificacion de una variacion de nucledtido

Esta aplicacion, utilizando el sistema ACP de la presente invencién también puede proporcionar un método mejo-
rado para identificar una variacién de nucledtido en un dcido nucleico diana.

En otro aspecto de esta invencién se proporciona un método para identificar una variacién de nucledtido en un
dcido nucleico diana, en el que el método comprende realizar una reaccion de amplificaciéon utilizando cenadores,
caracterizado porque al menos un cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba. Preferiblemente, el
cebador que tiene la estructura de ACP es (a) un primer cebador que tiene en su porcién en el extremo 3’ una secuencia
hibridante sustancial complementaria a una secuencia preseleccionada en un primer sitio de un 4cido nucleico diana,
en donde cada uno del primer cebador y el primer sitio comprende una posicién de interrogacion correspondiente a la
variacion de nucleétido, y/o (b) un segundo cebador que tiene una secuencia hibridante, esencialmente complementaria
a una secuencia preseleccionada en un segundo sitio del 4cido nucleico diana.

En una realizacion especifica de esta invencion se proporciona el método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase para producir una la primera cadena de ADNc, comple-

mentaria al dcido nucleico diana que incluye la variacién de nucleétido a una primera temperatura de reasociacion,
que comprende comprende al menos un ciclo de reasociaciéon del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion,
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utilizando un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs arriba descritos que tiene en su porcion en el extremo 3’
una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia preseleccionada en un primer sitio del dcido
nucleico diana para hibridarse con el mismo, en donde cada uno del primer cebador y el primer sitio comprende una
posicion de interrogacion correspondiente a la variacion de nucledtido, en donde se genera la primera cadena de ADN
complementaria al 4cido nucleico diana que incluye la variaciéon de nucleétido cuando la posicién de interrogacion es
ocupada por el nucleétido complementario del primer cebador a su correspondiente nucleétido del primer sitio; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de la primera cadena de ADN generada de la etapa (a) a
una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende las etapas de:

@) al menos un ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando un
segundo cebador de uno cualquiera de los ACPs arriba descritos que tiene en su porcién en el extremo
3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia preseleccionada en un se-
gundo sitio del 4cido nucleico diana para hibridarse con el mismo, en condiciones en las que el segundo
cebador se reasocia al segundo sitio del dcido nucleico diana, con lo que se genera una la segunda cadena
de ADN, complementaria a la primera cadena de ADN que incluye la variacién de nucleétido; y

(i) al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando
el primer y segundo cebadores que los utilizados en las etapas (a) y (b)-(i) o un par de cebadores,
teniendo cada uno una secuencia hibridante complementaria o correspondiente a los extremos 3’ y 5’
de la segunda cadena de ADN generada a partir de la etapa (b)-(i) para hibridarse con la misma, en
condiciones en las cada cebador se reasocia a las secuencias de los extremos 3’ y 5’ de la segunda
cadena de ADN, respectivamente, con lo que se amplifica la segunda cadena de ADN que comprende
el primer y segundo sitios del dcido nucleico diana en sus extremos 3’ y 5’°, de modo que se genera
un segmento corto de nucledtido diana, correspondiente a la segunda cadena de ADN que contiene la
variacién de nucleétido.

Dado que esta aplicacion utilizando el ACP de esta invencién emplea, en principio, los presentes métodos para la
amplificacion de secuencias de dcidos nucleicos previamente comentadas, se omiten las descripciones comunes entre
ellas, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacion que conduce a una multiplicidad indebida.

En la Fig. 7A se ilustra una representacion esquemdtica de esta realizacion especifica para determinar el genotipo
del polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) utilizando el nuevo ACP.

La férmula de ACP para la deteccién de una variacién de nucleétido es idéntica a la férmula (1), en la que la porcién
en el extremo 3’ comprende una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia preseleccionada
en un sitio del 4cido nucleico para hibridarse con el mismo que contiene la variaciéon de nucleétido, en donde el
nucledtido correspondiente a la variacién en la molécula y su nucleétido complementario del ACP ocupan una posicién
de interrogacion. El procedimiento para esta aplicacion se lleva a cabo mediante amplificaciones por PCR en dos fases
utilizando el ADN gendmico obtenido de muestras, tales como sangre del paciente o un segmento corto del ADN de
muestra que incluye una variacién de nucleétido diana. La muestra de nucleétido de interés se puede obtener de dcido
nucleico humano y un organismo que puede provocar una enfermedad infecciosa.

El método que utiliza amplificaciones por PCR en dos fases para detectar el genotipo del polimorfismo de un
solo nucleétido (SNP) sigue basicamente el procedimiento utilizado para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos
diana usando ADN genémico como material de partida. Ademds, el procedimiento para la amplificacién de ADN
multiplex se puede adaptar a esta aplicacion.

Para utilizar un segmento corto del ADN de muestra que incluye una variacién de nucleétido diana como ma-
terial de partida para el procedimiento anterior, es preferible que el segmento corto diana se preamplifique antes de
la etapa (a) utilizando un par de cebadores en el que cada uno tiene una secuencia hibridante, esencialmente com-
plementaria al ADN de muestra para hibridarse con el mismo. Ademas, mds de un segmento de nucledtido diana,
cada uno de los cuales incluye un SNP, se puede preparar mediante la amplificacién de ADN multiplex segtn se
describe en la Aplicacién II a utilizar como material de partida en la presente invencién para el rastreo de SNP
mudltiples.

El primer ACP utilizado en la etapa (a) para la deteccion de una base polimoérfica es un ACP especifico para alelos,
que contiene una posicién de interrogacién dentro de su porcidn en el extremo 3’ ocupada por un nucledtido com-
plementario al correspondiente nucleétido de la variacién de nucledtido en un 4cido nucleico diana. Preferiblemente,
la posicion de interrogacion del primer cebador estd en el medio de su porcién en el extremo 3’. En una realizacién
mas preferida, la posicién de interrogacién del ACP especifico para alelos estd dentro de aproximadamente 10 bases
del nucledtido en el extremo 3°. Mds ventajosamente, la posicion de interrogacién del ACP especifico para alelos esta
dentro de aproximadamente 6 bases del nucledtido en el extremo 3’. En otra realizacién preferida, la posicién de in-
terrogacion del ACP especifico para alelos estd situado dentro de las posiciones 4 y 6 desde el nucleétido en el extremo
3’. Lo mas preferiblemente, la posicién de interrogacion del ACP especifico para alelos estd situado en la posicién 5
desde el nucledtido en el extremo 3°. La expresion “nucleétido en el extremo 3’7, utilizada en esta memoria, se refiere
a un nucleédtido que estd situado en el extremo 3’ de ACP.
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En otra realizacién, la porcién en el extremo 3’ del ACP especifico para alelos utilizado en la etapa (a) contiene al
menos 6 nucledtidos de longitud, que es un requisito minimo de longitud para la reasociacion del cebador. Preferible-
mente, la secuencia de la porcién en el extremo 3’ es de aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, incluida una
posicién de interrogacion.

En una realizacion, al menos un desapareamiento artificial también se puede colocar en la porcién en el extremo
3’ de ACP utilizando una base universal o un andlogo no discriminatorio que se une con hidrégeno minimamente con
todas las cuatro bases sin interrupcién estérica del duplex de ADN. A pesar de que la posicién del desapareamiento
artificial puede variar en funcién de disefios experimentales, se prefiere que el nucledtido del desapareamiento sea
sustancialmente adyacente a la posicién de interrogacion del primer cebador.

En una realizacién preferida, el primer o segundo cebadores comprenden al menos un nucleétido con un marcador
para la deteccion o el aislamiento.

De acuerdo con una realizacion preferida, la primera cadena de ADN que incluye la variacién de nucleétido en
la etapa (a) se genera mediante un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion. Se
prefiere que la segunda cadena de ADN incluida la variacién de nucleétido en la etapa (b)-(i) se genera mediante un
ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion. Preferiblemente, la segunda cadena de
ADN incluida la variacién de nucleétido en la etapa (b)-(ii) se amplifica mediante al menos 5 ciclos de reasociacién
del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion.

En otra realizacion especifica de esta invencién que utiliza un fragmento de cadena corta de ADN, amplificado,
que contiene la variacion de nucledtido se proporcione el método que utiliza dos amplificaciones individuales de una
primera y una segunda amplificaciones, en que la segunda amplificacién se realiza utilizando amplificaciones en dos
fases, que comprende:

(a) realizar la primera amplificacién para producir un fragmento corto de cadena de ADN, amplificado, que con-
tiene la variacion de nucledtido entre sus extremos que comprende al menos dos ciclos de reasociacién del cebador,
extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando un par de cebadores, comprendiendo cada uno de los cebadores
una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia preseleccionada en un sitio del 4cido nuclei-
co diana, en condiciones tales que la variacién de nucledtido estd situada entre las secuencias preseleccionadas, en
que al menos un cebador del conjunto de cebadores es uno cualquiera de los ACPs arriba descritos que tienen en su
porcidn en el extremo 3’ la secuencia hibridante, con lo que se amplifica el fragmento corto de la cadena de ADN que
contiene la variacion de nucleétido entre sus extremos;

(b) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de la segunda amplificacién para producir una la primera
cadena de ADN, complementaria al fragmento corto de la cadena de ADN, incluida la variacién de nucleétido, a una
primera temperatura de reasociacion, que comprende al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del
cebador y desnaturalizacién, utilizando un primer cebador de uno cualquiera de los ACPs antes descritos, teniendo en
su porcidn en el extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una secuencia preseleccionada
en un primer sitio del dcido nucleico diana para hibridarse con el mismo, en donde cada uno del primer cebador y
el primer sitio comprende una posicién de interrogacién correspondiente a la variacién de nucleétido, en donde la
primera cadena de ADN complementaria al 4cido nucleico diana, incluida la variacién de nucleétido, es ocupada por
el nucledtido complementario del primer cebador a su correspondiente nucleétido del primer sitio; y

(c) llevar a cabo una amplificacién en una segunda fase de la segunda amplificacién de la primera cadena de
ADN, generada a partir de la etapa (a) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta
rigurosidad, que comprende al menos un ciclo de reasociacién del cebador, extension del cebador y desnaturaliza-
cién, utilizando un par de cebadores, en el que entre el par de cebadores uno es el mismo que el cebador de uno
cualquiera de los ACPs utilizados en la etapa (a) y el otro es el mismo que el primer cebador utilizado en la etapa
(b), o un par de cebadores cada uno de los cuales tiene una secuencia hibridante complementaria o correspondien-
te a los extremos 3’ y 5’ de la primera cadena de ADN generada a partir de la etapa (b) para hibridarse con la
misma, bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a las secuencias en los extremos 3’ y 5’ de la prime-
ra cadena de ADN, respectivamente, con lo que se amplifica la primera cadena de ADN, de manera que se genera
un segmento corto de nucledtido diana correspondiente a la primera cadena de ADN que contiene la variacién de
nucleétido.

En la Fig. 7B se ilustra una representacion esquemadtica de otra realizacion especifica para determinar el genotipo
del polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) utilizando el nuevo ACP. Dado que esta realizacién especifica se lleva
a cabo de una manera similar a la realizacion anterior, se omiten las descripciones comunes entre ellas, con el fin de
evitar la complejidad de esta especificacién que conduce a una multiplicidad indebida.

El presente método se puede aplicar a una diversidad de variaciones de nucleétidos, incluidos el polimorfismo de
un solo nucleétido y una mutacién puntual (sustitucidn, delecién e insercidn).

Los productos amplificados se pueden analizar mediante electroforesis en gel. En una realizacién, los productos
de PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia
o métodos de deteccion no radiactivos tal como la tincién con plata (Gottschlich er al., 1997; Kociok et al., 1998), el
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uso de oligonucledtidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994); Luehrsen et al., 1997; Smith
et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Los productos amplificados generados por amplificacién de ADN multiplex para el rastreo de SNP miuiltiples se
pueden comparar a través de la separacion por tamafio de los productos. La comparacién a través de la separacién
por tamafio se efectda también mediante electroforesis a través de una matriz en gel de agarosa o una matriz de gel
de poliacrilamida o la secuenciacion. Los productos también se pueden detectar mediante el uso de cebadores de de
oligonucleé6tidos marcados por fluorescencia para andlisis automaticos.

La expresion “posicién de interrogacion”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la localizacién de una
base de nucledtido especifica de interés con un dcido nucleico diana. Por ejemplo, en el andlisis de SNPs, la “posicién
de interrogacién” en el 4cido nucleico diana estd en la posicidn que seria diferente de la tipo salvaje. La posicidn de
interrogacién también incluye la localizacién de una secuencia de nucleétidos de un cebador que es complementaria
a una posicién de interrogacién del acido nucleico diana. La posicién de interrogacién del dcido nucleico diana es
opuesta a la posicion de interrogacion del cebador, cuando el cebador se hibrida con el dcido nucleico diana.

El término “polimorfismo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la presencia de dos o més secuencias
gendmicas alternativas o alelos entre diferentes genomas o individuos. “Polimdrfico” se refiere a la condicién en la que
dos o més variantes de una secuencia gendmica especifica se puede encontrar en una poblacién. Un “sitio polimérfico”
es el lugar en el que ocurre la variacién. Un polimorfismo de un solo nucledtido, o SNP, es una variante de pares de
bases sencilla, tipicamente la sustitucién de un nucledtido por otro nucleétido en el sitio polimérfico. La delecién de
un solo nucleétido o insercién de un nucleétido sencillo, también da lugar a polimorfismos de un solo nucledtido.
Tipicamente, entre diferentes genomas o entre diferentes individuos el sitio polimérfico puede ser ocupado por dos
nucledtidos diferentes. El término “alelo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un miembro especifico
de una coleccién de variantes de secuencias que se producen en la naturaleza (detectable dentro de una poblacién de
individuos) a un lugar o marcador genémico especifico.

Todavia en otro aspecto de esta invencion se proporciona un kit para identificar una variacién de nucleétido en un
dcido nucleico diana, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el conjunto de cebadores para el
control de la reasociacién (incluidos los primero y segundo cebadores) arriba descritos. Las descripciones de los kits
para la amplificacién de una secuencia de dcidos nucleicos de esta invencién se puede aplicar al presente kit.

X. Aplicacion a la mutagénesis

Esta aplicacién utilizando el ACP de la presente invencién también puede proporcionar un método mejorado para
la mutagénesis. La PCR basada en ACP proporciona una excelente herramienta para la mutagénesis, que incluye
delecion, o insercion de secuencias, la alteracion de uno o unos pocos nucleétidos especificos, y la mutacion aleatoria
de la secuencia de nucleétidos.

En un aspecto adicional de esta invencién, se proporciona un método para la mutagénesis en un acido nucleico
diana, que comprende realizar una reaccién de amplificacion utilizando cebadores, caracterizado porque al menos un
cebador se deriva de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba. Preferiblemente, el cebador que tiene la estructura
de ACP es uno que tiene en su porcidn en el extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una
regién de la secuencia del 4cido nucleico diana, en donde la secuencia hibridante tiene una secuencia de nucle6tidos
responsable de la mutagénesis.

En una realizacidén especifica de esta invencion se proporciona un método que utiliza amplificaciones en dos fases,
que comprende:

(a) realizar una amplificacion en primera fase de la secuencia de dcido nucleico a una primera temperatura de rea-
sociacion que comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacion,
utilizando un par de cebadores de uno cualquiera de los ACPs descritos arriba, teniendo cada uno en su porcion en el
extremo 3’ una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una regién de la secuencia del 4cido nucleico
diana para hibridarse con el mismo, en donde la secuencia hibridante tiene al menos un nucledtido desapareado para
generar una mutacion dirigida al sitio, en condiciones en las que el cebador o el par de cebadores se reasocia a su
secuencia de nucledtidos diana, con lo que se genera un producto de amplificacién que contiene la mutacion dirigida
al sitio; y

(b) llevar a cabo una amplificacién en una segunda del producto de amplificacién generado a partir de la etapa (a)
a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos un
ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacién, utilizando los mismos cebadores que los
utilizados en la etapa (a) o un par de cebadores, cada uno de los cuales comprende una secuencia de nucleétidos arbi-
traria preseleccionada correspondiente a cada porcion en el extremo 5° de los cebadores utilizados en la etapa (a), en
condiciones en las que cada cebador se reasocia a los extremos 3’ y 5’ del producto de amplificacién, respectivamente,
con lo que se re-amplifica el producto de amplificacién que contiene un sitio de mutacién dirigida al sitio.

Esta realizacién especifica se refiere a 1a mutagénesis dirigida al sitio.
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Dado que esta aplicacién utilizando el ACP de esta invencién emplea, en principio, los presentes métodos para la
amplificacién de la secuencia de dcidos nucleicos previamente comentada, se omiten las descripciones comunes entre
ellos, con el fin de evitar la complejidad de esta especificacién que conduce a una multiplicidad indebida.

La férmula del ACP para la mutagénesis por PCR es idéntica a la férmula (1), en la que la porcién en el extremo
3’ comprende una secuencia para la mutagénesis dirigida al sitio o para la mutacién aleatoria.

Todavia en un aspecto adicional de esta invencion se proporciona un kit para la mutagénesis en un 4cido nucleico
diana, que comprende el cebador para el control de la reasociacién o el conjunto de cebadores para el control de la
reasociacion arriba descritos. Las descripciones de los kits para la amplificacién de una secuencia de 4cidos nucleicos
de esta invencion se puede aplicar al presente Kit.

XI. Otras aplicaciones

El ACP de la presente invencidn también puede ser util en una diversidad de procesos que implican amplificacio-
nes de dcidos nucleicos, en particular la PCR. Por ejemplo, los procedimientos incluyen una amplificacién de ADNc
cebada por oligonucleétidos mixtos, PCR de largo intervalo, PCR lineal, PCR inversa, PCR cuantitativa, PCR tou-
chdown, secuenciacién, PCR in situ, vectorette PCR y PCR entrelazada asimétrica térmica. Los procesos generales
para estos métodos se pueden encontrar en Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001) y M.J. McPherson, et al., PCR, Editorial Springer
New York Inc., N.Y. (2000).

Por lo tanto, la presente invencidn abarca todos los usos del cebador de acuerdo con ACP para el procedimiento
que implica amplificacion de 4cidos nucleicos, en particular PCR.

El ACP de esta invencion es significativamente eficaz y es ampliamente accesible a aplicaciones basadas en la
amplificacion de dcido nucleicos. También diversos problemas relacionados con la especificidad de la reasociacién del
cebador que persistian en las técnicas previas de amplificacién de dcidos nucleicos se pueden resolver fundamental-
mente mediante el ACP y los métodos de la presente invencioén. Los beneficios principales a obtener del uso del ACP
durante la amplificacién de 4cidos nucleicos son como sigue:

(a) dado que la presencia de una porcién de regulador situada entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ restringe la
porcidén de reasociacién del cebador a la porcidn en el extremo 3’, en condiciones tales que la porcién en el extremo 3’
se reasocia al molde, la secuencia de reasociacién de un cebador se puede controlar con precision, lo que hace posible
disefiar un cebador capaz de tener solamente un nimero deseado de la secuencia reasociada (o posible para disefiar un
cebador capaz de controlar una porcién de reasociacién del mismo). Es particularmente 1til cuando se ha de limitar
una porcion de reasociacion de un cebador (p. €j. deteccidon del genotipo de SNP, rastreo de la microdisposicion de
ADN, y deteccién de genes expresados diferencialmente);

(b) dado que la presencia de una porcién de regulador situada entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ interrumpe
la reasociacion de la porcidn en el extremo S’ al molde en condiciones tales que la porcidn en el extremo 3’ se reasocia
al molde, finalmente la porcién en el extremo 5’ no implicada en la reasociacién proporciona la porcién en el extremo
3’ con una especificidad de la reasociacion del cebador;

(c) la especificidad de la reasociacién del cebador es muy sensible, lo suficiente como para detectar incluso un
desapareamiento de una dnica base. Es particularmente {itil para la deteccién de polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs);

(d) el ACP es capaz de proporcionar un cebador con una alta tolerancia en “pardmetros de bisqueda del cebador”
para el disefio del cebador, tal como longitud del cebador, temperatura de reasociacién, contenido GC y longitud del
producto de la PCR;

(e) el ACP proporciona amplificaciones de acidos nucleicos en dos fases que permiten que los productos amplifi-
cados sean excluidos de una amplificacién no especifica;

(f) se incrementa la eficacia de la amplificacion de dcidos nucleicos, lo cual hace mas fécil detectar ARNms raros;
y

(g) se incrementa la reproducibilidad de la amplificacién de dcidos nucleicos, lo que ahorra una gran cantidad de
tiempo y de costes.

Dado que la tecnologia de amplificacién de 4cidos nucleicos, tal como la PCR, ha influido sobre el sector biotec-
nolégico, el uso de ACP altera fundamentalmente los principios de los actuales métodos de amplificacién de dcidos
nucleicos existentes, tal como se ha mencionado antes, exhibiendo una aplicabilidad ilimitada y los han elevado de
categoria de una vez. En consecuencia, el ACP y sus diversas aplicaciones descritas en esta memoria proporcionan un
punto de inflexién para abrir una nueva era biotecnolégica desde la introduccién de la tecnologia de amplificacién de
dcidos nucleicos.
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Los siguientes ejemplos especificos pretenden ser ilustrativos de la invencién y no deberian ser interpretados como
limitantes del alcance de la invencidn segin se define por las reivindicaciones anejas.

Ejemplos

En la descripcion experimental que sigue, se emplean las siguientes abreviaturas: M (molar), mM (milimolar), uM
(micromolar), g (gramo), ug (microgramos), ng (nanogramos), 1 (litros), ml (mililitros), ul (microlitros), °C (grados
Centigrados); Promega (Promega Co., Madison, EE.UU.); Clontech (CLONTECH Laboratories, Palo Alto, EE.UU.);
Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania); QTAGEN (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania).

Los cebadores utilizados en la presente invencion se muestran en la Tabla 1.

Ejemplo 1
Evaluacion del efecto de la base universal en el ACP

El efecto de los residuos de base universal, situados entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ de ACP se evalu6
mediante RT-PCR utilizando tejidos de concepto de ratén.

ARN total se aisl6 de los conceptos enteros de la raza ICR de ratén en los dias de 4,5, 11,5 y 18,5 durante el periodo
de gestacion, utilizando Tri-reagent (Sigma) o el método de LiCl/urea (Hogan et al., 1994) tal como se ha descrito
previamente (Chun et al., 1999; Hwang et al., 2000). Se realizaron dos experimentos individuales de amplificaciones
de ADNCc utilizando ACP para examinar el efecto de la base universal, en particular residuos desoxiinosina situados
entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ de ACP como sigue: A. El efecto de residuos desoxiinosina situados entre
las porciones en los extremos 3’ y 5’ de ACP en comparaciéon con ACP y el cebador convencional que no contiene
un grupo desoxiinosina; B. El efecto de residuos desoxiinosina situados entre las porciones en los extremos 3’ y 5° de
ACP en asociacién con la alteracion del nimero de desoxiinosinas.

Estos experimentos se efectuaron en base a los siguientes supuestos:

(1) la presencia de residuos de base universal, que tienen una T,, menor que otras porciones en el ACP debido
a sus interacciones mas débiles en la unién a hidrégeno en el apareamiento de bases, no estarian implicados en la
reasociacion al dcido nucleico molde bajo las condiciones de que la porcién en el extremo 3’ de ACP se reasocia a un
sitio del molde a una primera temperatura de reasociacion.

(ii) la presencia de al menos un residuo de base universal entre las porciones en los extremos 3’ y 5° de ACP seria
capaz de interrumpir la reasociacién de la porcién en el extremo 5’ y restringir una porcién de reasociacién del cebador
al extremo 3’.

(iii) la porcién en el extremo 3’ actuaria solamente como una porcion de reasociaciéon al molde durante la PCR.

(iv) la porcidn en el extremo 3’ de dT-ACP, que es dT;, que comprende 10 nucledtidos T también tiene una T,
demasiado bajo para unir el 4cido nucleico molde.

(v) por consiguiente, el dT,-ACP no produce productos de PCR algunos bajo una alta temperatura de reasociacion.

A. El efecto de residuos desoxiinosina situados entre las porciones en los extremos 3’y 5’ de ACP en comparacion
con ACP, no conteniendo el cebador un grupo desoxiinosina

(a) Sintesis de la primera cadena de ADNc

dT,,-JYC2 5°-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTTTT-3" (SEQ ID N°: 29) o dT,,-ACP1 5’-GCTT
GACTACGATACTGTGCGANIITTTTTTTTTT-3" (SEQ ID N°: 30) se utilizé como un cebador de la sintesis de
ADNCc.

Tres microgramos de ARN total y 2 ul de dT,,-JYC2 10 uM o dT;,-ACP1 10 uM se combinaron en un volumen
final de 20 pl. La disolucién se calent6 a 65°C durante 10 minutos, se apagaron sobre hielo y se microcentrifugaron
para recoger el disolvente en el fondo. Los siguientes componentes se afiadieron secuencialmente al cebador/molde
reasociado sobre hielo: 0,5 ¢l (40 unidades/ul) del inhibidor de ribonucleasa RNasin (Promega), 4 ¢l de tampén de
reaccion 5x (Tris-HC1 250 mM, pH 8,3, KC1 375 mM, MgCl, 15 mM, DTT 50 mM; Promega), 5 ul de 2 mM de
cada uno de la mezcla de desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTT) y 1 ul de la transcriptasa inversa del virus de
la leucemia murina Moloney (M-MLV) (200 unidades/ul; Promega). Los 20 ul de la mezcla de reaccion se incubaron
a 37°C durante 90 min, se microcentrifugaron y se dispusieron sobre hielo durante 2 min. La reaccion se detuvo
mediante incubacién a 94°C durante 2 min.
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(b) Amplificacion de ADNc utilizando ACPs

Se utilizé el dT,-ACP1 para examinar el efecto de un grupo desoxigenasa situado entre las porciones en los
extremos 3’ y 5’ durante la PCR. El dT;,-JYC2 que no contiene un grupo desoxiinosina se utiliz6 como un control.

El ACP10 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCCATCGACC-3’ (SEQ ID N° 13) se utilizé como cebador
5’ para este experimento.

La amplificacién por PCR se efectud en un volumen de 50 ul que contenia 50 ng del ADNc de la primera cadena,
5 pl de tampdn 10 x PCR, 1 ul de 5’-cebador 10 uM (ACP10), 1 ul de 3’-cebador 10 uM (dT,-JYC2 o dT,,-ACP1), 3
ul de MgCl, 25 mM, 5 pl de NTP 2 mM, 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul). Las reacciones PCR se efectuaron
bajo las siguientes condiciones: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 54°C durante 1 min y 72°C
durante 1 min; seguido de una extension final de 5 min a 72°C. Los productos amplificados se analizaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, seguido de tincién con bromuro de etidio.

Como resultado, la Fig. 8 muestra que el dT;,-ACP1 que contiene un grupo desoxiinosina no producia casi producto
alguno (pistas 4-6), mientras que el dT;,-JYC2 que no contiene grupo desoxiinosina alguno producia una pluralidad
de productos de ADNc amplificados (pistas 1-3). Consistente con el supuesto de los autores de la invencién, los
resultados indican claramente que el grupo desoxiinosina situado entre las porciones en los extremos 3’ y 5° del dT)-
ACP1 al ADNc molde bajo una elevada temperatura de reasociacién, dando como resultado producto alguno tal como
se establece en el supuesto anterior.

B. El efecto de residuos desoxiinosina situados entre las porciones en los extremos 3’y 5’ de ACP en asociacioén con
la alteracion del niimero de desoxiinosina
(a) Sintesis de la primera cadena de ADNc

El ADNc de la primera cadena se sintetizé a partir del ARN total de conceptos de ratén utilizando dT;,-JYC2
como cebador de la sintesis de ADNc como antes.

(b) Amplificacion de ADNc utilizando ACPs
Este experimento utilizé cuatro ACPs, cada uno de los cuales comprende diferentes nimeros de residuos deso-

xiinosina para examinar el efecto de residuos desoxiinosina situados entre las porciones en los extremos 3’ y 5’ en
asociacion con la alteracion del niimero de desoxiinosinas, bajo condiciones de rigurosidad particulares.

ACP16 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIGCCATCGACC-3’ (SEQ ID N° 20);
ACP17 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGCCATCGACC-3’ (SEQ ID N° 21);
ACP18 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIIGCCATCGACC-3’ (SEQ ID N° 22);
ACP19 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHINIGCCATCGACC-3’ (SEQID N°23);y
CRP2I0 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGCCATCGACC-3’ (SEQID N° 19),

que no contiene un grupo desoxiinosina se utilizé6 como un control.

El ADNCc de la primera cadena resultante, generado de la etapa (A), que comprende la secuencia arbitraria pre-
seleccionada del dT;,-ACP en su extremo 5°, se utilizé como molde y el cebador JYC2 5’ -GCTTGACTACGA-
TAACTGTGCGA-3’ (SEQ ID N° 10), correspondiente a la porcién en el extremo 5° del dT;-ACP se utiliz6é como 3’-
cebador.

La amplificacién por PCR se efectu en un volumen de 50 ul que contenia 50 ng del ADNc de la primera cadena, 5
1 de tamp6n 10 x PCR, 1 ul de 5’-cebador 10 uM (ACP16. 17, 18, 19 o CRP2I0), 1 ul de 3’-cebador 10 uM (JYC2),
3 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de ANTP 2 mM, 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul). Las reacciones PCR estaban
constituidas por: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 57°C durante 1 min y 72°C durante 1 min;
seguido de una extension final de 5 min a 72°C. Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 2%, seguido de tincién con bromuro de etidio.

Como resultado, la Fig. 9 muestra que el CRP2I0 que no contiene residuos desoxiinosina producia una pluralidad
de productos de ADNc amplificados, mientras que los ACPs que contienen al menos dos residuos desoxiinosina
generaban la reduccion significativa de productos de ADNc amplificados e, incluso més, el ACP que contenia ocho
residuos desoxiinosina no producia casi producto alguno. Consistente con el supuesto de los autores de la invencion,
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los resultados indican claramente que la reasociacién de la porcién en el extremo 3’ de ACP al molde podria separarse
de la porcién en 5°, ya que un grupo de residuos desoxiinosina contiguos separa la reasociacién de las porciones en los
extremos 3’ y 5°, bajo condiciones de alta rigurosidad debido a la propiedad de desoxiinosina tal como su interaccién
mads débil de la unién de hidrégeno en el apareamiento de bases.

Ejemplo 2
Método para amplificar una secuencia de dcidos nucleicos diana utilizando ACP

El ACP de la presente invencion se empled para amplificar secuencias de nucledtidos diana de ADNc del gen
homeobox EsxI especifico para placenta de ratén. Se describen en esta memoria el procedimiento y los resultados
para la amplificacién de las secuencias de nucledtidos diana de ADNc de Esx/ utilizando ACPs. Como material de
partida se utiliz6 ARN total (3 ug) obtenido de placenta de 18,5 dias de edad de ratén. Se prepararon ADNcs de la
primera cadena bajo las mismas condiciones que las utilizadas en la sintesis de ADNc del Ejemplo 1, excepto que se
utilizé oligo-dT,s como cebador en la sintesis de ADNc de la primera cadena.

Oligo-dT;s 5’-TTTTTTTTTTTTTTT-3’ (SEQ ID N°: 54)

Los ADNcs de la primera cadena resultante se utilizaron como moldes para amplificar fragmentos de ADNc diana
de EsxI utilizando ACPs. Estos experimentos efectuaron amplificaciones por PCR en dos fases, que es un rasgo tnico
de la presente invencion.

Los cebadores convencionales de Esx! utilizados en el Ejemplo son:

EsxN7 5’-GCCGGTTGCAGAAGCACC-3’ (SEQ ID N° 44);
EsxC6 5’-GAACCATGTTTCTGAATGCC-3’ (SEQ ID N° 45);
EsxN1 5’-GAATCTGAAACAACTTTCTA-3’ (SEQ ID N° 48);
EsxC2 5’-GATGCATGGGACGAGGCACC-3’ (SEQ ID N° 49);
EsxN3 5’-CGCCGCAACCCCTGCCCGCA-3’ (SEQID N°51);y
EsxC5 5’-GATGCATGGGACGAGGCA-3’ (SEQ ID N° 52).

Tres conjuntos de cebadores, EsxN7 y EsxC6, EsxN1 y EsxC2, y EsxN3 y EsxCS5 se utilizaron en el Ejemplo, debi-
do a que son conocidos como los conjuntos de cebadores que generan altos fondos, asi como productos no especificos
en métodos de PCR convencionales, como se conoce en la técnica.

De acuerdo con sistemas de PCR de una sola diana, deberian elegirse cebadores con temperaturas de fusién (T,,)
similares. Sin embargo, un conjunto de cebadores de EsxN1 (T,, 50,7°C) y EsxC2 (T,, 71,9°C) muestra aproxima-
damente 20°C de diferentes temperaturas de fusion entre ellos, y un conjunto de cebadores de EsxN3 (T,, 86,9°C)
y EsxC5 (T,, 66,2°C) tiene ambos altas temperaturas de fusion. También se selecciona un conjunto de cebadores de
EsxN7 (T, 68,2°C) y EsxC6 (T,, 61,2°C), que tiene una temperatura de fusién relativamente similar para observar el
efecto de ACP.

El ACP de la presente invencidn se aplicd a estos tres conjuntos de cebadores convencionales para demostrar si el
sistema de ACP puede superar los problemas principales que surgen de estos conjuntos de cebadores convencionales,
tales como el fondo y productos no especificos.

Los siguientes ACPs comprenden las secuencias de los cebadores convencionales anteriores en sus porciones en el
extremo 3’ y se utilizaron como cebadores especificos para genes Esx/ para la amplificaciéon por PCR en primera fase:

EsxN7-ACP cebador 5> 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGCCGGTTGCAGAAGCACC-3’
(SEQ ID N°: 46);

EsxC6-ACP cebador 3’ 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGAACCATGTTTCTGAATGCC-3’
(SEQ ID N°: 47);

EsxN1-ACP cebador 5°  5°-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGAATCTGAAACAACTTTCTA-3’
(SEQ ID N°: 50);

EsxC2-ACP cebador 3®  5°-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIGATGCATGGGACGAGGCACC-3’
(SEQ ID N°: 55);
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EsxN3-ACP cebador 5> 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCGCTTCATIIIICGCCGCAACCCCTGCCCGCA-3’
(SEQ ID N°: 53);

EsxC5-ACP cebador 3®  5°-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIGATGCATGGGACGAGGCA-3’
(SEQ ID N®: 56).

Las secuencias de la porcién en el extremo 5’ de los ACPs se sirvieron como secuencias de cebadores arbitra-
rios preseleccionados solamente para la amplificacion por PCR en segunda fase: JYC2 y JYC4 5’-GTCTACCAGG
CATTCGCTTCAT-3’ (SEQ ID N°: 12).

Durante la amplificacién por PCR en primera fase, el conjunto de cebadores de EsxN7-ACP y EsxC6-ACP se
utilizaron como cebadores 5’ y 3°, respectivamente, para generar el fragmento de 520 pb de ADNc de Esx/, el conjunto
de cebadores de EsxN1-ACP y EsxC2-ACP se utilizaron como cebadores 5° y 3’, respectivamente, para generar el
fragmento de 784 pb de ADNc de Esx! y el conjunto de cebadores de EsxN3-ACP y EsxC5-ACP se utilizaron como
cebadores 5’ y 3°, respectivamente, para generar el fragmento de 483 pb de ADNc de Esx/.

Durante la amplificacién por PCR en segunda fase, JYC4 y JYC2 se utilizaron como cebadores 5’ y 3’ arbitrarios
preseleccionados, respectivamente (Protocolo A). Como una alternativa, las secuencias completas de los ACPs, en
Iugar de los cebadores arbitrarios preseleccionados, tales como JYC4 y JYC2, se pueden utilizar como cebadores 5° y
3’ para la amplificacién por PCR en segunda fase en las condiciones de alta rigurosidad. En este caso, no es necesario
afiadir los cebadores arbitrarios preseleccionados a la mezcla de reaccion en el momento de o después de la reaccién
por PCR en primera fase (Protocolo B).

Protocolo A
Amplificacion por PCR en dos fases y una parada
(A) Amplificacion por PCR en primera fase

La amplificacién por PCR en primera fase se efectud por el método de PCR de inicio caliente en el que el proceso
es para crear las reacciones completas sin la ADN polimerasa e incubar los tubos en el ciclador térmico para completar
la etapa de desnaturalizacién inicial a >90°C. Después, al tiempo que se mantienen los tubos a una temperatura por
encima de 70°C, se puede pipetear en la reaccién la cantidad apropiada de ADN polimerasa.

La amplificacién por PCR en primera fase se efectué mediante dos ciclos de PCR que consistia en la reaccién de
reasociacion, extension y desnaturalizacion, la mezcla de reaccién en un volumen de 49,5 ul que contenia 50 ng del
ADNCc de la primera cadena, 5 ul de tamp6n de reaccién 10 x PCR (Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP
(2 mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,35 ul de ACP (1 uM) y 1,35 ul de 3 ACP (1 uM) se precalienta
a 94°C, al tiempo que se mantiene el tubo que contiene la mezcla de reaccioén a 94°C, 0,5 ul de Taq polimerasa (5
unidades/ul) se afiade a la mezcla de reaccidn; las reacciones PCR comprendian dos ciclos de 94°C durante 40 s, 60°C
durante 40 s, 60°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de desnaturalizar el producto de amplificacién a 94°C.

(B) Amplificacion por PCR en segunda fase

El producto de ADNc resultante, generado mediante la amplificaciéon por PCR en primera fase utilizando ACPs
especificos para genes Esx/, se amplificé después por la siguiente amplificacién por PCR en segunda fase bajo una
mayor temperatura de reasociacion. Después de completarse la amplificacién por PCR en primera fase, se afiadieron
en cada caso 1 ul de cebadores arbitrarios preseleccionados 10 uM, JYC4 y JYC2, a la mezcla de reaccién obtenida
de la amplificacién por PCR en primera fase, bajo una temperatura de desnaturalizacién tal como 94°C. La reaccién
PCR en segunda fase era como sigue: 35 ciclos a 94°C durante 40 s, 68°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido
de una extension final durante 5 min a 72°C.

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se detectaron
mediante tincién con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccion no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich er al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucle6tidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Tal como se muestra en las Figs. 10A-C, las amplificaciones por PCR en segunda fase y de una parada para
EsxI utilizando cada uno de los conjuntos de cebadores de EsxN7-ACP y EsxC6-ACP, EsxN1-ACP y EsxC2-ACP, y
EsxN3-ACP y EsxC5-ACP generaba una tinica banda que corresponde al tamaiio esperado, 520 pb (Fig. 10A, pista
2), 784 pb (Fig. 10B, pista 4) y 483 pb (Fig. 10C, pista 3) de fragmentos de ADNc de EsxI, respectivamente. La
subsiguiente clonacién y andlisis de la secuencia de los clones confirman que la banda es fragmentos de ADNc de
EsxI. En contraposicion, los conjuntos de cebadores convencionales, que contienen las secuencias correspondientes
sOlo a las porciones en el extremo 3’ de cada uno de los conjuntos de ACPs, proporcionaban productos no especificos,
asi como altos fondos tal como una difusién de ADN (Fig. 10A, pista 1; Fig. 10B, pista 3; Fig. 10C, pistas 1 y 2). Dado
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que los productos de la PCR utilizando un conjunto de ACPs comprenden las secuencias arbitrarias preseleccionadas
en sus extremos 5’ y 3’, se encontraron secuencias de 54 pb adicionales, correspondientes a las secuencias arbitrarias
preseleccionadas y residuos desoxiinosina.

La Fig. 10A muestra los productos de ADNc amplificados, generados por los siguientes conjuntos de cebadores
de EsxN7 y EsxC6 (pista 1), y un conjunto de EsxN7-ACP y EsxC6-ACP (pista 2). Las reacciones PCR utilizando
el conjunto de cebadores convencionales de EsxN7 y EsxC6 eran como sigue: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de
94°C durante 40 s, 60°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de una extension final durante 5 min a 72°C.

La Fig. 10B muestra los productos de ADNc amplificados, generados por un tnico cebador o un conjunto de ceba-
dores, como sigue: los cebadores EsxN1 y EsxC2 se utilizaron en las pistas 1 y 2, respectivamente; una combinacién
de EsxN1-ACP y cebador convencional EsxC2 se utilizé en la pista 3; dos ACPs, EsxN1-ACP y EsxC2-ACP, se uti-
lizaron en la pista 4. Cuando un conjunto de cebadores convencionales, EsxN1 y EsxC2, se utilizé bajo una elevada
temperatura de reasociacién de 60°C, no se producia producto diana especifico alguno. Cuando se utiliz6 un conjunto
de cebadores que comprendia un ACP, EsxN1-ACP, y un cebador convencional de EsxC2, se amplificaron un producto
especifico para la diana, asi como productos no especificos debido a la unién no especifica del cebador convencional
EsxC2 (pista 3). Sin embargo, cuando se utilizé un conjunto de ACPs, solamente se amplific6 un tnico producto espe-
cifico para la diana (pista 4), lo cual indica que el ACP de la presente invencién proporciona cebadores con tolerancia
al “pardmetro de disefio del cebador” relacionado con las temperaturas de fusién de cebadores generales solicitados
para sistemas de PCR de una tnica diana.

La Fig. 10C muestra los productos de ADNc amplificados, generados al utilizar los siguientes conjuntos de ceba-
dores: un conjunto de EsxN3 y EsxC5 se utilizé en las pistas 1 y 2 y un conjunto de EsxN3-ACP y EsxC5-ACP se
utiliz6 en la pista 3. Las reacciones PCR utilizando el conjunto de cebadores convencionales de EsxN3 y EsxC5 eran
como sigue: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 40 s, 58°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido
de una extension final durante S min a 72°C (pista 1). El conjunto de cebadores convencionales también se compard
con el conjunto de ACPs realizando las mismas amplificaciones por PCR en dos fases que las utilizadas en el ACP,
de manera que su temperatura de reasociacién aumenta de 60°C a 68°C (pista 2). Estos resultados también indican
que, a pesar de que se utilizan los cebadores convencionales, incluidos los que tienen una elevada T,,, en la misma
amplificacién por PCR en dos fases, no podrian estar exentos de problemas de productos no especificos y de fondo,
mientras que el ACP de la presente invencién puede superar problemas de este tipo que surgen de estos cebadores
convencionales.

Protocolo B
Amplificaciones por PCR en dos fases, continuos

Alternativamente, para la amplificacion por PCR en segunda fase en las condiciones de alta rigurosidad se pueden
utilizar las secuencias completas de los ACPs en lugar de los cebadores arbitrarios preseleccionados, tales como JYC4
y JYC2. En este caso, no es necesario afladir los cebadores arbitrarios preseleccionados a la mezcla de reaccién en el
momento de o después de la reaccién PCR en primera fase.

El procedimiento de las amplificaciones por PCR en dos fases, continuas es basicamente idéntico al Protocolo A,
excepto que los ACPs, 1 ul de 5° ACP (10 uM) y 1 ul de 3° ACP (10 uM) se afiaden en la amplificacién por PCR en
primera fase, y la amplificacién por PCR en segunda fase sigue inmediatamente a la amplificacién por PCR en primera
fase sin demora alguna, debido a que no existe etapa de afiadir cebadores arbitrarios preseleccionados.

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se detectaron
mediante tincién con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccidn no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich ef al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucle6tidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

LaFig. 10D muestra los productos de ADNc amplificados, generados por las amplificaciones por PCR en dos fases,
continuas, utilizando el siguiente tnico cebador o un par de cebadores; los cebadores EsxN1 y EsxC2 se utilizaron
en las pistas 1 y 2, respectivamente; un par de EsxN1 y EsxC2 se utiliz6 en la pista 3; y un par de EsxN1-ACP y
EsxC2-ACP se utiliz6 en la pista 4. Cuando se utilizé un conjunto de cebadores convencionales, EsxN1 y EsxC2, no
se producia producto diana especifico alguno. Sin embargo, cuando se utilizé un conjunto de ACPs en amplificaciones
por PCR en dos fases, continuas, s6lo se amplificé un producto especifico para la diana (pista 4), lo cual es consistente
con los resultados de amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada (Fig. 10B).

Estos ejemplos ilustran que el ACP permite que los productos estén exentos de los problemas de fondo, asi como de
la no especificidad que surgen de los cebadores convencionales utilizados en los métodos de PCR como se describen en
la técnica. También se puede entender que el ACP permite la generacion de productos especificos, independientemente
del disefio de cebadores especificos para genes.
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Ejemplo 3

Identificacion y caracterizacion de ARNms expresados diferencialmente durante el desarrollo embrionario de raton
utilizando ACP

El ACP de la presente invencion se ha empleado para detectar ARNms expresados diferencialmente en desarro-
llos embrionarios. Especificamente, en esta memoria se describen tres procesos diferentes y los resultados utilizando
diferentes fases de ARNs totales de concepto como materiales de partida. Los cebadores utilizados en la presente
invencién se muestran en la Tabla 1.

Al. Proceso 1

Etapa (1)

Sintesis de ADNc de la primera cadena

Los ADNcs de la primera cadena se prepararon en las mismas condiciones a las utilizadas en la sintesis de ADNc
del Ejemplo 1, utilizando el dT,,-ACP1 o JYC5-T;5-ACP como un cebador de la sintesis de ADNc. Los ADNcs re-
sultantes se purifican o mediante una columna spin (kit de purificacién por PCR, QIAGEN) para separar cebadores,
dNTP, y los reactivos anteriores. Es necesario realizar la etapa de purificacion antes que la determinacién de la con-
centracion de los ADNCcs, utilizando la espectroscopia UV a una absorbancia de 260 nm. Se utilizé la misma cantidad
de ADNcs para cada muestra para comparar sus patrones de amplificacién utilizando el sistema de ACP descrito en
esta memoria.

Etapa (2)

Amplificacion de PCR en primera fase utilizando ACP

Se utilizaron los siguientes ACPs como ACPs arbitrarios (AR-ACPs) para la primera amplificacién por PCR:

ACP3 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIIGCCATCGACS-3’ (SEQ ID N°:3);
ACP5 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHITAGGCGATGCS-3’ (SEQ ID N°®:5);
ACP8 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIHIICTCCGATGCS-3’ (SEQ ID N°:8);
ACP10 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCCATCGACC-3’ (SEQ ID N°:13);
ACP13 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIAGGCGATGCG-3’ (SEQ ID N°:16); y
ACP14 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIICTCCGATGCC-3’ (SEQ ID N°:17).

Las secuencias de las porciones en el extremo 5’ del dT(-ACP1 y AR-ACPs sirven como secuencias de cebadores
arbitrarios preseleccionados solamente para la segunda amplificacion por PCR. Los cebadores arbitrarios preseleccio-
nados son JYC2 y JYC4.

Los ADNCcs de la primera cadena producidos a partir de la etapa (1) se amplificaron mediante la siguiente ampli-
ficacién por PCR en primera fase utilizando uno de los AR-ACPs (ACP3, ACP5, ACP8, ACP10, ACP13 0 ACP14) y
el dT,,-ACP1 como cebadores 5° y 3’, respectivamente. La amplificacién por PCR en primera fase se efectué en un
volumen de 50 ul que contenia 50 ng de ADNc de la primera cadena, 5 ul de tampdn de reaccién 10 x PCR (Promega),
3 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP (0,2 mM en cada caso dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5 ul de cebador 5° (1 uM), 5
1 de cebador 3’ (1 uM) y 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega). Las reacciones PCR eran como sigue:
5 min a 94°C, seguido de 20 ciclos de 94°C durante 1 min, S0°C durante 1 min y 72°C durante 1 min; seguido de una
extension final durante 5 min a 72°C.

El ciclo de la amplificaciéon por PCR en primera fase se puede variar en funcién de los tipos de muestras. Por
ejemplo, se utilizaron los 20 ciclos de la primera amplificaciéon por PCR para muestras de concepto de raton.
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Etapa (3)

Amplificacion por PCR en segunda fase utilizando cebadores arbitrarios preseleccionados correspondientes a
secuencias de la porcion en el extremo 5’ de ACPs

Los productos de ADNc amplificados, producidos a partir de la etapa (2), se re-amplifican mediante la siguiente
amplificacién por PCR en segunda fase utilizando dos cebadores arbitrarios preseleccionados, JYC4 y JYC2, corres-
pondiendo cada uno de ellos a las secuencias de la porcidn en el extremo 5° de AR-ACP y dT,,-ACP1, respectivamente.
La amplificaciéon por PCR en segunda fase se efectué en un volumen de 50 ul que contenia 5 ul de los productos de
ADNCc amplificados (50 ul), 5 ul de tampdn de reaccién 10 x PCR (Promega), 3 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP 2
mM, 1 ul de cebador 5 (10 uM), 1 ul de cebador 3° (10 uM) y 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul). Las reacciones
PCR eran como sigue: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 65°C durante 1 min y 72°C durante
1 min; seguido de una extension final durante 5 min a 72°C.

A2. Proceso 2
El proceso alternativo comprende las siguientes etapas de;

(a) proporcionar una primera muestra de dcidos nucleicos que representa una primera poblacién de transcritos de
ARNm y una segunda muestra de dcidos nucleicos que representa una segunda poblacion de transcritos de ARNm;

(b) poner en contacto cada una de la primera muestra de dcidos nucleicos y la segunda muestra de dcidos nucleicos
con un primer ACP, en donde el primer ACP tiene una secuencia hibridante, esencialmente complementaria a una
region de las primera y segunda poblaciones de transcritos de ARNm, para hibridarse con los mismos;

(c) transcribir a la inversa el ARNm al que se hibrida el primer ACP para producir una primera poblacién de
cadenas de ADN que son complementarias a los ARNms en la primera muestra de dcidos nucleicos a la que se hibrida
el primer ACP, y una segunda poblacién cadenas de ADN que son complementarias a los ARNms en la segunda
muestra de dcidos nucleicos a la que se hibrida el primer ACP;

(d) purificar y cuantificar las cadenas de ADN complementarias, producidas como resultado de la etapa de trans-
cripcién inversa (c);

(e) sintetizar una la segunda cadena de ADN complementaria a cada una de las primera y segunda poblaciones
de cadenas de ADN utilizando un segundo ACP bajo condiciones de baja rigurosidad, mediante al menos un ciclo
de PCR que comprende desnaturalizacion, reasociacion y extension del cebador, en donde el segundo ACP tiene una
secuencia hibridante esencialmente complementaria a las primera y segunda poblaciones de cadenas de ADN;

(f) amplificar cada una de las segundas cadenas de ADN obtenidas de la etapa (e) en condiciones de alta riguro-
sidad, mediante al menos un ciclo de PCR que comprende desnaturalizacién, reasociacién y extensioén del cebador
para generar una primera y segunda poblaciones de productos de amplificacion utilizando dos cebadores arbitrarios
preseleccionados, cada uno de los cuales comprende una secuencia correspondiente a cada una de las porciones en el
extremo 5’ de los primero y segundo cebadores para el control de la reasociacién; y

(g) comparar la cantidad de productos de amplificacién individuales en las primera y segunda poblaciones de
productos de amplificacion.

Los ADNcs de la primera cadena se sintetizan utilizando JYCS5-T,s-ACP 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGA
THHOIITTTTTTTTTTTTTT-3’ (SEQ ID N° 61).

La secuencia de la porcion en el extremo 5° de JYCS-T;5-ACP sirve como una secuencia de cebador arbitraria
preseleccionada en 3’ a utilizar tinicamente para la segunda fase de la amplificacién por PCR:

JYCS 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGAT-3’ (SEQ ID N°: 60).

Etapa (1)
Sintesis de ADNc de la primera cadena
1. Combinar 3 ug de ARN total y 2 ul de JYC5-T;s-ACP 10 uM en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml.

2. Afiadir H,O estéril hasta un volumen final de 9,5 ul. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en
una microcentrifuga.

3. Incubar el tubo a 80°C durante 3 minutos o utilizar un termociclador para los mismos fines.
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4. Enfriar el tubo sobre hielo durante 2 minutos. Centrifugar el contenido del tubo brevemente en una microcentri-
fuga.

5. Al mismo tubo de reaccién afiadir los siguientes reactivos: 4 ul de tampén 5x first strand (Promega), 5 ul de
dNTP (2 mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 1 de inhibidor de Rnasas (40 unidades/ul, Promega) y
1 ul de transcriptasa inversa M-MLV (200U/ul).

6. Mezclar y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.

7. Incubar el tubo a 42°C durante 90 min.

8. Incubar el tubo a 94°C durante 2 minutos para terminar la sintesis de la primera cadena.

9. Colocar el tubo en hielo durante 2 min.

10. Purificar los ADNcs resultantes mediante una columna spin (kit de purificacién por PCR, QIAGEN) para
separar cebadores, dNTP, y los reactivos anteriores.

11. Seguidamente, medir la concentracién de los ADNcs utilizando la espectroscopia UV a una absorbancia de
260 nm.

12. Procesar hasta la etapa 2.

Etapa (2)
Sintesis de ADNc de la segunda cadena utilizando ACP

Se utiliz6 la misma cantidad de ADNcs de cada muestra para la comparacién de de sus patrones de amplificacion
utilizando los ACPs descritos en esta memoria. El ADNc de la segunda cadena se sintetiz6 utilizando ACP10 arbitrario
por el método de PCR de inicio caliente, en que el proceso consiste en establecer las reacciones completas sin la ADN
polimerasa e incubar los tubos en el ciclador térmico para completar la etapa de desnaturalizacién inicial a >90°C.
Después, al tiempo que se mantienen los tubos a una temperatura por encima de 90°C, se puede pipetear a la reaccién
la cantidad apropiada de ADN polimerasa.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 1 del volumen total que

contiene 1 ul de ADNCc de la primera cadena (50 ng/ul) preparado en la etapa 1, 5 ul de tamp6n de 10 x PCR (Roche),
5 ul de NTP 2 mM, 1 ul de ACP arbitrario 10 uM (cebador 5°) y 37,5 ul de dH,O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.
3. Colocar el tubo en el ciclador térmico precalentado a 94°C.

4. Afadir los 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Roche) a la reaccidn, al tiempo que se mantiene el tubo a
una temperatura de 94°C.

5. Efectuar la reaccién PCR bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 94°C durante 5 min, 50°C durante 3 min y
72°C durante 1 min; seguido de la desnaturalizacién del primer producto de amplificacién a 94°C.

Etapa (3)

Amplificacion por PCR de los ADNcs de la segunda cadena utilizando cebadores arbitrarios preseleccionados
correspondientes a secuencias de la porcion en el extremo 5’ de ACPs

1. Después de completar la amplificacion por PCR en primera fase, al tiempo que se mantienen los tubos a una
temperatura superior a 94°C, afiadir 2 ul de JYC4 10 uM y 2 ul de JYCS 10 uM, en que cada uno corresponde a
las secuencias de las porciones en el extremo 5’ de los dos ACPs 5’ y 3°, respectivamente, a la mezcla de reaccién
utilizada en la etapa (2).

2. Efectuar reacciones PCR en segunda fase bajo las siguientes condiciones: 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 68°C
durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de una extension final durante 5 min a 72°C.

A3. Proceso 3

Como un procedimiento alternativo, en la etapa (f) del Proceso 2, se pueden utilizar como cebadores 3’ y 5° ,
respectivamente, las secuencias completas de los primero y segundo ACPs utilizados en las etapas (b) y (c) del Proceso
2, en lugar de las secuencias arbitrarias preseleccionadas de las porciones en los extremos 5’ de los primero y segundo
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ACPs, a las condiciones de alta rigurosidad para amplificar cada una de las segundas cadenas de ADN obtenidas de
la etapa (e) del Proceso 2, en donde los extremos 3’ y 5’ de las segundas cadenas de ADN, que inicialmente fueron
sintetizadas utilizando el segundo ACP, comprenden la secuencia del primer ACP y la secuencia complementaria del
segundo ACP, respectivamente, y también sirven como sitios de apareamiento perfectos a los primero y segundo ACPs.
En este caso, no es necesario afiadir los cebadores arbitrarios preseleccionados a la mezcla de reaccién en el momento
de o después de la reaccion PCR en primera fase.

Etapa (1)
Sintesis de ADNc de la primera cadena

Los ADNcs de la primera cadena se prepararon bajo las mismas condiciones que las utilizadas en la sintesis de
ADNCc del Proceso 2, utilizando el JYC5-T,5-ACP como un cebador de la sintesis de ADNCc.

Etapa (2)
Sintesis y amplificacion de ADNc de la segunda cadena utilizando PCR en dos fases, continua

Se utiliz6 la misma cantidad de ADNcs de cada muestra para la comparacién de de sus patrones de amplificacion
utilizando los ACPs descritos en esta memoria. El ADNc de la segunda cadena se sintetizé utilizando ACP10 arbitrario
por el método de PCR de inicio caliente, en que el proceso consiste en establecer las reacciones completas sin la ADN
polimerasa e incubar los tubos en el ciclador térmico para completar la etapa de desnaturalizacién inicial a >90°C.
Después, al tiempo que se mantienen los tubos a una temperatura por encima de 90°C, se puede pipetear a la reaccion
la cantidad apropiada de ADN polimerasa.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul del volumen total que
contiene 1 ul de ADNc de la primera cadena (50 ng/ul) preparado en la etapa 1, 5 ul de tampén de 10 x PCR (Roche),
5 ul de dNTP 2 mM, 1 ul de ACP10 arbitrario 10 uM (cebador 57), 1 ul de JYCS-T;5-ACP 10 uM (cebador 3’) y 36,5
ul de dH, O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.
3. Colocar el tubo en el ciclador térmico precalentado a 94°C.

4. Afadir los 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Roche) a la reaccidn, al tiempo que se mantiene el tubo a
una temperatura de 94°C.

5. Efectuar la reacciéon PCR bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 94°C durante 1 min, 50°C durante 3 min y
72°C durante 1 min; seguido de 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 65°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de una
extension final durante 5 min a 72°C.

B. Separacion de productos de la PCR amplificados mediante andlisis de la electroforesis y recuperacion de las
bandas expresadas diferencialmente

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se detectaron me-
diante tincién con bromuro de etidio. Se seleccionaron varias bandas principales expresadas diferencialmente durante
el desarrollo embrionario (E4.5, E11,5 y E18.5), se escindieron y se extrajeron de los geles utilizando el kit GENE-
CLEAN 1II (BIO 101). Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccion no radiactivos tales como tincién con plata (Gotts-
chlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito
et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn er al., 1992; Tagle et
al., 1993; Rosok et al., 1996).

C. Re-amplificacion de las bandas recuperadas

Las bandas obtenidas de la etapa B se re-amplificaron utilizando los mismos cebadores arbitrarios preseleccionados
y condiciones de la PCR que los utilizados en los Procesos 1, 2, 3.

D. Clonacion y secuenciacion de los fragmentos re-amplificados
Cada uno de los fragmentos amplificados se cloné en el vector pPGEM-T Easy (Promega) y se secuencié con
el analizador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer Biosystem), utilizando el kit secuenciador del ciclo

BigDye Terminator (Perkin Elmer). El andlisis de la secuencia asistido por ordenador se llevé a cabo utilizando el
programa de buisqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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E. Andlisis Northern

Veinte microgramos de ARN total procedente de tejidos concepto se resolvieron sobre geles de agarosa al 1% que
contenian formaldehido, se transfirieron a membranas de nilén (Hybond-N, Amersham, EE.UU.) y se hibridaron con
un producto de la PCR subclonado y marcado con 32P en solucién QuikHyb (Stratagene, EE.UU.) durante una noche
a 58°C, tal como se ha descrito previamente (Chun et al., 1999; Hwang et al., 2000). Los borrones se lavaron a 65°C
dos veces durante 20 min en 2 x SSC, SDS al 0,1%, dos veces durante 20 min en 1 x SSC, SDS al 0,1% y dos veces
durante 20 min en 0,1 x SSC, SDS al 0,1%. Las membranas se expusieron a una pelicula Kodak X-Qmat XK-1 con
una pantalla intensificadora Fuji a -80°C.

Las Figs. 11A-D muestran los productos de ADNc amplificados, en donde muestras de concepto de ratén, obte-
nidas de diferentes fases, se amplificaron mediante el Proceso 1, utilizando los conjuntos de cebadores como sigue:
un conjunto de ACP3 y dT,,-ACP1 para las pistas 1-3 de la Fig. 11A; un conjunto de ACP5 y dT,,-ACP1 para las
pistas 1-6 de la Fig. 11B y un conjunto de ACP8 y dT,,-ACP1 para las pistas 7-12 de la Fig. 10B, respectivamente. La
Fig. 11B también muestra resultados adicionales de los productos de ADNc amplificados, generados al utilizar otros
conjuntos de ACP. Las Figs. 11C-D muestran los productos amplificados, generados al utilizar dos conjuntos de ceba-
dores del ACP10y dT,,-ACP1 (Fig. 11C) y ACP14 y dT,,-ACP1 (Fig. 11D), respectivamente. Se obtuvieron muchas
bandas expresadas diferencialmente en una fase especifica, se subclonaron en el vector pPGEM-T Easy (Promega) y se
secuenciaron. El andlisis de las secuencias revela que todos los clones son genes conocidos, excepto dos nuevos genes
(Tabla 2). Los patrones de expresion se confirmaron mediante andlisis del borrén Northern utilizando el borrén de la
fase de concepto de ratén (Seegene, Inc., Seul, Corea).

La Fig. 12A muestra los productos de ADNc amplificados, en donde muestras de concepto de ratén (E4.5: pista
1; E11.5; pista 2; E18.5: pista 3), obtenidas de diferentes fases se amplificaron mediante el Proceso 2 utilizando
un conjunto de ACP10 y JYC5-dTs-ACP. Se obtuvieron muchas bandas expresadas diferencialmente en una fase
especifica, se subclonaron en el vector pPGEM-T Easy (Promega) y se secuenciaron. El andlisis de las secuencias revela
que todos los clones son genes conocidos, excepto uno, DEG 2 (Tabla 2). Los patrones de expresion se confirmaron
mediante andlisis del borrén Northern utilizando el borrén de la fase de concepto de ratén (Seegene, Inc., Seul, Corea).

LaFig. 12B muestra los productos de ADNc amplificados, en donde muestras de concepto de ratén en las diferentes
fases (E4.5: pista 3; E11.5; pista 4; E18.5: pista 5) se amplificaron mediante amplificaciones por PCR en dos fases,
continuas, utilizando un conjunto de ACP10 y JYC5-dT;5-ACP, tal como se menciona antes en el Proceso 3. Cuando
se utiliz6 un conjunto de ACP10 y JYC5-dT,s-ACP (pistas 3-5), las bandas resultantes eran idénticas a las bandas que
se obtuvieron mediante el Proceso 2 que comprenden amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada (Fig. 12A).
Sin embargo, no se generaron productos algunos cuando se utilizé un tnico cebador, ACP10 (pista 1) o JYC5-dT ;-
ACP (pista 2), lo que indica que los productos amplificados se generaron solamente cuando se utilizaron tanto ACP10
como JYCS5-dT;5-ACP como un conjunto para sus uniones especificas.

La Fig. 13 muestra los resultados de la hibridacién por borrén Northern para representar seis clones diferentes
utilizando DEG1 (A; flecha 1 de las Fig. 10A, Fig. 11 y Fig. 12), DEG2 (C), DEG3 (B; flecha 2 de las Fig. 10A,
Fig. 11 y Fig. 12), DEGS5 (E), DEG7 (F) y DEGS8 (D; flecha 4 de las Fig. 10A, Fig. 11 y Fig. 12) como sondas.
La sonda DEGI se hibrid6 también a la isoforma alternativa de tropomiosina 2 (flecha 1’ de las Fig. 11 y Fig. 12),
que se descubrié mediante la presente invencion. Consistente con los resultados del andlisis en gel de agarosa, el
analisis del borrén Northern demostré que los patrones de expresion de los clones son idénticos a las bandas originales
en los geles de agarosa, indicando que todos los clones son productos positivos verdaderos. Asi, el ACP produce
solamente productos positivos sin positivos falsos algunos, lo que significa que el ACP elimina el problema de falsos
positivos.

La Fig. 14 muestra los resultados de la hibridacién por el borrén Northern para la expresion de DEGS durante
el desarrollo embrionario de ratén, lo que resulté como un nuevo gen mediante el andlisis de la secuencia, muestra
interesantes patrones de expresion: después de fuerte expresion aparecida en la fase de embarazo temprano (E4.5),
su expresion se redujo gradualmente en las fases centrales y aument6 gradualmente de nuevo en la fase de desarrollo
tardio (E17.5 y E18.5).

Estos resultados indican que el método utilizando ACP para aislar genes expresados diferencialmente proporciona
solamente productos reales de la PCR y elimina por completo productos falsos positivos. La exencidn de falsos positi-
vos, que han sido un cuello de botella principal que permanece para la técnica de expresion diferencial previa permite
evitar el subsiguiente trabajo complejo requerido para la verificacién de los fragmentos de ADNc identificados por
expresion diferencial.

Ejemplo 5
Meétodo para la amplificacion rdpida de extremos 3’ de ADNc (3’-RACE) utilizando ACP
Los presentes ejemplos comparan la 3’-RACE basada en ACP y la 3’-RACE convencional con el fin de demostrar

si el ACP de la presente invencion puede excluir problemas de fondo de este tipo que surgen de cebadores oligo-dT
convencionales utilizados en la sintesis de ADNc.
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En la 3°-RACE convencional, se explota la cola poli(A) de moléculas de ARNm como un sitio de cebado para la
amplificacién por PCR vy, asi, el cebador oligo-dT se utiliza como un cebador 3’ para la 3’-RACE convencional. En
contraposicion, el ACP de la presente invencion utiliza la cola poli(A) de ARNm como un sitio de cebado sélo para la
sintesis de ADNc, pero no para la subsiguiente amplificacién por PCR.

ADNcs de la primera cadena de raton se prepararon bajo las mismas condiciones que las utilizadas en la sintesis de
ADNCc del Ejemplo 1, utilizando oligo VdT,5-ACP 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIITTTTTTTTTTTTTTV-
3’ (SEQ ID N°: 57) (Ves A, C 0 G) en forma de un cebador de la sintesis de ADNc y luego se utilizaron directamente
como moldes para la subsiguiente amplificacion por PCR sin la etapa de purificacion para la separacion del cebador
de la sintesis de ADNCc.

Para la 3’-RACE convencional, los ADNcs de la primera cadena se sintetizaron utilizando el siguiente cebador
para la sintesis de ADNc:

CDS 1I/3” 5°-ATTCTAGAGGCCGAGCGGCCGACATG-(dT);-VN-3" (SEQ ID N°: 35) (Ves A,Co G; y Nes
A,C, ToG).

Este cebador de la sintesis de ADNc, CDS III/3’, se utilizé como el cebador 3’ para la subsiguiente amplificacién
por PCR.

La amplificacién por PCR se efectué en un volumen de 50 ul que contenia 50 ng de ADNCc de la primera cadena,
5 ul de tampo6n 10 x PCR (Promega), 1 ul de un cebador 5’ especifico para genes (10 uM), 1 ul de un cebador 3’
arbitrario preseleccionado JYC2 (10 uM) o CDS II1/3’ (10 uM) 3 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP y 0,5 ul de
Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega). Las reacciones PCR se realizaron bajo las siguientes condiciones: 5 min a
94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 65°C durante 1 min y 72°C durante 1 min; seguido de una extensién
final durante 5 min a 72°C. Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
seguido de tincién con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel
de poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién
con plata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer
et al., 1993; Ito et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

La Fig. 15 muestra los resultados de 3’-RACE basada en beta-actina. La 3’-RACE convencional (pista 1) se
comparé con 3’-RACE basada en ACP (pista 2). El método 3’-RACE convencional no proporcionaba productos no
especificos algunos, asi como fondo de difusién de ADN, mientras que la 3’-RACE basada en ACP producia solamente
una udnica banda, que es el tamafio esperado de 348 pb. Estos resultados indican que la 3’-RACE basada en ACP puede
excluir los problemas de fondo tales como la difusién de ADN y productos no especificos.

Ejemplo 6
Meétodo para la rdpida amplificacion del extremo 5’ (5’-RACE) y ADNcs de longitud completa utilizando ACP

El ACP de la presente invencion también se utilizé para amplificar los extremos 5° de fragmentos de ADNc. Los
ADNCcs de la primera cadena se sintetizaron utilizando oligo VdT;5-ACP o dN-ACP aleatorio:

Oligo VdT5-ACP 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIITTTTTTTTTTTTTTV-3’ (SEQ ID N°: 57), en don-
de V puede ser A, C o G;

dN¢-ACP aleatorio 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIINNNNNN-3’ (SEQ ID N°: 58), en donde N puede
serA,C,GoT.

Después de la sintesis completa de las secuencias de ADNc de la primera cadena, presentes en forma de intermedios
de ARNm-ADNC, residuos citosina se disponen como colas en el extremo 3’ de las secuencias de ADNc de la primera
cadena mediante la reaccién con transferasa terminal de la transcriptasa inversa en presencia de manganeso. Los
extremos 3’ de los ADNcs de la primera cadena se extendieron utilizando el ACP de extensién del extremo 3’ del
ADNCc de la primera cadena (rG3-ACP, rG2-ACP o dG3-ACP) y luego se utilizé directamente como moldes para la
subsiguiente amplificacién por PCR sin una etapa de purificacién para la separacion del ACP de extension del extremo
3’ del ADNc de la primera cadena, asi como el cebador de la sintesis de ADNc.

Las secuencias de los ACPs de extension del extremo 3” del ADNc de la primera cadena son:
rG3-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCGCTTCATHIIGGr(GGG)-3’ (SEQ ID N°: 36);
rG2-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCGCTTCATIIIGGr(GG)-dG-3’ (SEQ ID N°: 37);

rG1-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCGCTTCATHIIGGr(G)-d(GG)-3’ (SEQ ID N°: 59); 0
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dG3-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCGCTTCATHIIIGGd(GGG)-3’ (SEQ ID N°: 38)

(en donde r y d representan ribonucleétido y desoxirribonucleétido, respectivamente).

A. Etapa (1)
Sintesis de ADNc de la primera cadena, de longitud completa
Protocolo A
Sintesis de ADNc de la primera cadena utilizando el ACP de la presente invencion

1. Combinar lo siguiente en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 3 ug de ARN total y 2 ul de oligo VdTs-
ACP 10 uM o dN4-ACP aleatorio.

2. Anadir H,O estéril hasta un volumen final de 10 ul. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en
una microcentrifuga.

3. Incubar el tubo en un bafio de agua a 65°C durante 15 minutos o utilizar un termociclador para los mismos fines.

4. Enfriar el tubo sobre hielo durante al menos 2 minutos. Centrifugar el contenido del tubo brevemente en una
microcentrifuga.

5. Al mismo tubo de reaccién afiadir los siguientes reactivos: 4 ul de tampdn 5x first strand (Invitrogen), 1 u de
DTT 0,1 M, 2 ul de dNTP (10 mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,4 ul de MnCl, 100 mM y 0,5 ul de
inhibidor de RNAsa (40 unidades/ul, Promega).

6. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.

7. Incubar el tubo a 42°C durante 2 minutos en una incubadora o termociclador.

8. Afiadir 1 ul de transcriptasa inversa SuperScript II (200 unidades/ul; Invitrogen).

9. Incubar el tubo a 42°C durante 1 hora en una incubadora o un termociclador.

10. Afadir 1 ul de ACP de extension del extremo 3’ de ADNc de la primera cadena (rG3-ACP, rG2-ACP o dG3-
ACP).

11. Afadir 0,3 ul de transcriptasa inversa SuperScript II (200 unidades/ul; Invitrogen).
12. Incubar el tubo a 42°C durante 30 minutos en una incubadora o un termociclador.

13. Incubar el tubo a 70°C durante 15 minutos en una incubadora o un termociclador para terminar la sintesis de la
primera cadena.

14. Colocar el tubo en hielo o se puede almacenar a -20°C.

Protocolo B
Sintesis de ADN de la primera cadena, de longitud completa, por el método CapFinder
Se utilizan los siguientes cebadores en el método CapFinder (Clontech):

SMART IV™ oligonucleétido 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCCr(GGG)-3” (SEQ
ID N°: 33); y

5’ cebador PCR 5°-AAGCAGTGGTATCAACHIGCAGAGT-3’ (SEQ ID N°: 34) y cebador para PCR CDS I11/3’.

1. Combinar lo siguiente en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 3 ug de ARN total, 1 ¢l de cebador para
PCR CDS 111/3’ 10 uM (Clontech) y 1 ul de oligonucleétido SMART IV 10 uM (Clontech).

2. Anadir H,O estéril hasta un volumen final de 5 ul. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una
microcentrifuga.

3. Incubar el tubo a 72°C durante 2 minutos.
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4. Enfriar el tubo sobre hielo durante 2 minutos. Centrifugar el contenido del tubo brevemente en una microcentri-
fuga.

5. Al mismo tubo de reaccién afiadir los siguientes reactivos: 10 ul de un volumen total que contiene 0,2 ul de
tampodn Sx first strand (Clontech), 1 ul de DTT 20 mM, 1 ul de ANTP (10 mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) y 1 ul de transcriptasa inversa PowerScript (Clontech).

6. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.
7. Incubar el tubo a 42°C durante 1 hora.

8. Colocar el tubo en hielo o se puede almacenar a -20°C.

B. Amplificacion por PCR
Protocolo C

Amplificacion de un fragmento de ADNc en el extremo 5°, diana, utilizando un sistema de ACP o un método 5’-
RACE convencional

El presente ejemplo compara la actual tecnologia CapFinder 5’-RACE y el método 5° RACE basado en ACP,
en donde la actual tecnologia CapFinder 5’-RACE no podria excluir el alto fondo debido a la cantidad residual de
cebadores durante el procedimiento. Con el fin de demostrar si el ACP de la presente invencién puede eliminar proble-
mas de fondo de este tipo que surgen de cebadores tales como el cebador CapFinder, el oligonucle6tido SMART IV
(Clontech) y el cebador de la sintesis de ADNc, el cebador para PCR CDS III/3’ (Clontech), utilizados en la sintesis
de ADNc, se efectuaron en las mismas condiciones tanto la 5’-RACE basada en ACP como la 5’-RACE basada en
CapFinder para la amplificacion de los extremos 5° de ADNcs de JunB y beta-actina. EIl ARNm de JunB de ratén es
un transcrito relativamente raro en el ARN de placenta de ratén de 18,5 dias de edad, mientras que la beta-actina de
raton es relativamente abundante.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 50 ul del volumen total que
contiene 1 ul de ADNc de la primera cadena preparado a partir del Protocolo A o B, 5 ul de tampén de 10 x PCR
(Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de NTP 2 mM, 1 ul de cebador 5’-RACE especifico para genes 10 uM, 1 ul
de cebador JYC2 0 5° PCR 10 uM, 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega) y 31,5 ul de dH,O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.

3. Realizar una reacciéon PCR bajo las siguientes condiciones: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante
40 segundos, 58°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 min 30 s, seguido de una extension final durante 5 min a
72°C.

4. Analizar los productos amplificados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, seguido de tincién con
bromuro de etidio.

Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
mediante autorradiografia o métodos de deteccion no radiactivos tal como tincién con plata (Gottschlich et al., 1997,
Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994;
Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

Tal como se muestra en la Fig. 16, los métodos CapFinder para 5’-RACE de JunB y beta-actina de ratén, utilizando
un cebador 5° PCR (Clontech) y el cebador especifico para genes producian altos fondos, tales como difusiéon de ADN
(pistas 1 y 3) segun se describe por muchos investigadores (Chenchik et al., 1998; Matz et al., 1999; Schramm et
al., 2000), mientras que la 5’-RACE basada en ACP de la presente invencion generaba solamente una tnica banda
que corresponde a cada uno de los fragmentos de ADNc en el extremo 5 JunB de ratén (pista 2) o beta-actina de
ratén (pista 4) del tamafio esperado de 155 pb 6 319 pb, respectivamente. Estos ejemplos ilustran que el ACP se
puede utilizar, fundamentalmente, para eliminar problemas de fondo que surgen de la contaminacién de los cebadores
utilizados durante la sintesis de ADNc, sin la etapa de purificacion para la separacion de cebadores utilizados en la
sintesis de ADNc.

La Fig. 17 también muestra que el ACP de la presente invencién permite que no se formen los productos no
especificos, que se generan por el método CapFinder (pista 1). El ADNc de la primera cadena se sintetiz6 por el método
CapFinder (pista 1) o el método ACP (pistas 2, 3 y 4) y luego se utilizé directamente como molde en la subsiguiente
amplificacién por PCR para la proteina PLP-C alfa 5’-RACE, similar a prolactina de ratén. El cebador de 5’-RACE
especifico para PLP-C alfa es: PLP-C alfa 5’-GAGAGGATAGTTTCAGGGAC-3’ (SEQ ID N° 40). Los ACPs de
extension del extremo 3’ de ADNc de la primera cadena, que comprenden tres riboguaninas (rG3-ACP: pista 2), tres
desoxirriboguaninas (dG3-ACP; pista 4) o una combinacién de dos riboguaninas y una desoxirriboguanina (rG2-ACP;
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pista 3) en el extremo 3°, generaban ADNcs de extremo 5°, de manera que una Unica banda, que corresponde al tamafio
esperado de 506 pb del fragmento de ADNCc en el extremo 5° de PLP-C alfa de ratén, se producia a partir de la PCR
basada en ACP para 5’-RACE de PLP-C alfa.

Protocolo D
Amplificacion de fragmentos enriquecidos en 5’ utilizando ACP

Los ADNCcs de la primera cadena se sintetizan utilizando dNg-ACP aleatorio en el Protocolo A. La amplificacién
por PCR se realizé por el método PCR de inicio caliente, en el que el proceso consiste en establecer las reacciones
completas sin la ADN polimerasa e incubar los tubos en el ciclador térmico para completar la etapa de desnaturaliza-
cidn inicial a >90°C. Después, al tiempo que se mantienen los tubos a una temperatura por encima de 70°C, se puede
pipetear en la reaccion la cantidad apropiada de ADN polimerasa.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul del volumen total
que contiene 1 ul de ADNc de la primera cadena preparado a partir de dN¢-ACP aleatorio en el Protocolo A, 5 ul de
tamp6n de 10 x PCR (Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP 2 mM, 1 pl de JYC2 10 uM (cebador 37), 1
de JYC4 10 uM (cebador 5°) y 31,5 ul de dH,O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.
3. Colocar el tubo en un ciclador térmico precalentado a 94°C.

4. Afiadir los 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega) a la reaccidn, al tiempo que se mantiene el tubo a
la temperatura de 94°C.

5. Realizar una reaccion PCR bajo las siguientes condiciones: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante
40 segundos, 68°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 min 30 s; seguido de una extension final durante 5 min a
72°C.

6. Analizar los productos amplificados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, seguido de tincién con
bromuro de etidio.

Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién con plata (Gottschlich et al., 1997,
Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994;
Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

Protocolo E

Amplificacion de ADNcs enriquecidos, de longitud completa, utilizando ACP

Los ADNcs de la primera cadena se sintetizan utilizando oligo VdT,;5s-ACP en el Protocolo A. La amplificacién
por PCR se realizé por el método PCR de inicio caliente como en el Protocolo D.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul del volumen total que
contiene 1 ul de ADNc de la primera cadena preparado a partir de oligo VdT,5-ACP en el Protocolo A, 5 ul de tamp6n
de 10 x PCR (Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de NTP 2 mM, 1 ul de JYC2 10 uM (cebador 3°), 1 ul de JYC4
10 uM (cebador 5°) y 31,5 ul de dH, 0O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.

3. Colocar el tubo en un ciclador térmico precalentado a 94°C.

4. Afadir los 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega, Madison, EE.UU.) a la reaccién, al tiempo que se
mantiene el tubo a la temperatura de 94°C.

5. Realizar una reaccién PCR bajo las siguientes condiciones: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante
40 segundos, 68°C durante 40 segundos y 72°C durante 1 min 30 s; seguido de una extension final durante 5 min a
72°C.

6. Analizar los productos amplificados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, seguido de tincién con
bromuro de etidio.
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Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
mediante autorradiografia o métodos de deteccion no radiactivos tal como tincién con plata (Gottschlich et al., 1997,
Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994;
Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

Para evaluar la eficacia del método utilizando ACP en la amplificacion de los ADNcs de longitud completa, los
ADNCcs de longitud completa, amplificados por los procesos anteriores del método ACP o el actual método CapFinder
se transfirieron a una membrana Hybond-N (Amersham/United States Biochemical). El ADNc de gliceraldehidos-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH - siglas en inglés) de ratén se marcé con [alfa-*>P]dCTP utilizando un kit de marcaje
alaeatorio (Roche Diagnostics Co., Indianapolis, EE.UU.) y se utiliz6 como una sonda.

Tal como se muestra en la Fig. 18, la sonda de ADNc de GAPDH detecté una tnica banda que corresponde al
tamafio esperado de 1,3 kb de ADNc de GAPDH de longitud completa. Como era de esperar, las sefiales de los
productos de la PCR generados por el método ACP anterior (pista 2) eran varias veces mas intensas que las generadas
por el método CapFinder (pista 1). Este ejemplo ilustra que el método ACP de la presente invencidon amplifica de una
manera mucho mds eficaz ADNcs de longitud completa que lo hace el método CapFinder.

Ejemplo 7
Toma de huellas genomica utilizando la PCR cebada arbitrariamente basada en ACP

El ACP de la presente invencién se ha empleado para detectar polimorfismos en el ratén. Los ADNs gendmicos de
las razas de ratén C57BL/6J, CBA, BALB/cJ, NOR, SPRETUS, PANCEVO y ratén Korean Wild se utilizaron como

materiales de partida. ADN gendmico se prepard a partir del higado de ratones utilizando el kit de tejidos QlAamp
Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemania). Los ACPs arbitrarios utilizados en la presentye invencién son:

ACP101 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIICCGGAGGATC-3’ (SEQ ID N°: 64);
ACP109 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIICTGCAGGACG-3’ (SEQID N°: 65); y
ACP116 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIICGGAGCATCC-3’ (SEQ ID N°: 66).

Para la toma de huellas gendmica de ratén se utilizé un conjunto de ACPs arbitrarios, ACP101 y ACP109 (Fig.
19A), o ACP101 y ACP116 (Fig. 19B). La amplificacién por PCR se realizé mediante PCR de inicio caliente segin
se describe en el Ejemplo 2. La toma de huellas gendmica utilizando ACP se efectia mediante dos fases de ampli-
ficaciones por PCR, bajo las siguientes condiciones: las reacciones de amplificacion se realizan bajo condiciones de
baja rigurosidad mediante dos ciclos de la PCR en primera fase que comprende reasociacion, extension y reaccién
de desnaturalizacidn; la mezcla de reaccién en el volumen final de 49,5 ul que contenia 50 ng del ADN gendémico, 5
(1 de tampodn de reaccion 10 x PCR (Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de ANTP (2 mM en cada caso de dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), en cada caso 7 ul de un par de ACPs (cada uno 10 uM) se precalienta a 94°C, al tiempo que se
mantiene el tubo que contiene la mezcla de reaccién a 94°C, 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul) se afiade a la
mezcla de reaccion; las reacciones PCR son como sigue: dos ciclos de 94°C durante 40 s, 52°C durante 3 min y 72°C
durante 1 min; seguido de desnaturalizar el producto de amplificacién a 94°C; después de la reaccién completa de la
PCR en primera fase, se afiaden a la mezcla de reaccién 4 ul del cebador arbitrario preseleccionado JYC4 (10 uM)
correspondiente a la porcién en el extremo 5° de los ACPs, y después la amplificacion en segunda fase se realiza como
sigue: 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 68°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de una extension final durante 5
min a 72°C.

Los productos de la amplificacién se resolvieron y analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
el cual se tifi6 con bromuro de etidio y se fotografié. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar
en un gel de poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como
tincién con plata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucledtidos marcados por fluorescencia
(Bauer et al., 1993; Ito et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn
et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

La Fig. 19 muestra los resultados de un experimento, en el cual se utilizé un par de ACPs arbitrarios para amplificar
segmentos de ADN gendmico a partir de una diversidad de razas de raton. Para examinar la repoducibilidad dela
toma de huellas gendmica, se duplicé la toma de huellas de cada raza de ratén utilizando dos conjuntos diferentes
de ACPs. La amplificacion por PCR basada en ACP producia varios segmentos de ADN a partir de cada uno de
los conjuntos de cebadores y los resultados eran reproducibles. Los polimorfismos eran evidentes entre las razas de
ratones, indicando que las razas de ratones se pueden distinguir a través de polimorfismos en las tomas de huellas
genémicas generadas por la PCR cebada arbitrariamente y basada en ACP. Asf, el ACP de la presente invencidn es util
para detectar polimorfismos y construir mapas genéticos.
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PCR multiplex utilizando la PCR basada en ACP

Para demostrar la aplicacion del ACP en la PCR multiplex, las porciones que contenian polimorfismos de un
solo nucleétido de la molécula de adhesién de leucocitos humanos I (ELAMI1) y genes p53 (TP53) humanos se
amplificaron con cebadores convencionales o ACP. El procedimiento y los resultados para la amplificacién por PCR
multiplex utilizando ACPs se describen en esta memoria. El molde de ADN se obtuvo de placenta humana.

Los cebadores convencionales para el ex6n 3 de ELAM1 (155 pb) utilizados en el Ejemplo son:

ELAMINI

ELAMICI1

5’-TTGCACACTGTTGATTCTAA-3’ (SEQID N°: 67); y

5’-TTATTGATGGTCTCTACACA-3’ (SEQ ID N°: 68).

Los cebadores convencionales para el exén 10 de ELAM1 (287 pb) utilizados en el Ejemplo son:

ELAMIN2

ELAMIN2

5’-CCACTGAGTCCAACATTC-3’ (SEQID N®: 69); y

5’-CTGAAACACTTCCCACAC-3’ (SEQ ID N°: 70).

Los cebadores convencionales para el ex6n 4 de TP53 (349 pb) utilizados en el Ejemplo son:

P53N1

P53C1

5’-CCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’ (SEQID N°: 71);y

5’-ATTGAAGTCTCATGGAAGCC-3’ (SEQ ID N°: 72).

Los cebadores convencionales para los exones 7-8 de TP53 (750 pb) utilizados en el Ejemplo son:

P53N2

P53C2

5’-YGCTTGCCACAGGTCTC-3’ (SEQID N°: 73); y

5’-GCAGTGCTAGGAAAGAGG-3’ (SEQ ID N°: 74).

Estos cebadores convencionales, utilizados en el Ejemplo, son conocidos como los cebadores que generan produc-

tos no especificos en métodos de PCR multiplex convencionales, tal como se conoce en la técnica.

Las porciones en el extremo 3’ de los ACPs comprenden las secuencias de los cebadores convencionales anteriores
como sigue y, asi, el tamafio de los ACPs es 26 pb 6 27 pb mayor que el de los cebadores convencionales:

ELAMINI-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIHITTGCACACTGTTGATTCTAA-3’

ELAMICI-ACP  5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIITTATTGATGGTCTCTACAC-3’

ELAMIN2-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICCACTGAGTCCAACATTC -3’

ELAMIC2-ACP 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIICTGAAACACTTCCCACAAC -3’

P53N1-ACP

P53C1-ACP

P53N2-ACP

P53C2-ACP

5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIHICCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’

5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIATTGAAGTCTCTCATGGAAGCC-3’

5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIITGCTTGCCACAGGTCTC-3’

5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIGCAGTGCTAGGAAAGAGG-3’
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Las secuencias de las porciones en el extremo 5’ de los ACPs comprenden y sirven como secuencias de cebadores
arbitrarias preseleccionadas solamente para la amplificacién por PCR en segunda fase:

JYC3 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGA-3’ (SEQIDN*11)y

JYC4 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT-3’ (SEQ ID N°: 12).

Las amplificaciones por PCR multiplex se efectuaron mediante amplificaciones por PCR en dos fases, de una
parada o continuas, lo cual es un rasgo tinico de la presente invencion. La amplificacién por PCR se realiz6 por el
método de PCR de inicio caliente segin se describe en el Ejemplo 2.

Protocolo A
Amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada
(A) Amplificacion por PCR en primera fase

La amplificacién por PCR en primera fase se efectué mediante dos ciclos de PCR que comprendian reasociacion,
extension y reaccion de desnaturalizacion; la mezcla de reaccion en el volumen final de 49,5 ul que contenia 50 ng del
ADN gendémico humano, 8 ul de tampén de reaccién 10 x PCR (Promega), 7 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de dNTP (2
mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP, dTTP), en cada caso 0,5 ul de cada uno de los conjuntos de 5> ACP (10 uM)
y 3 ACP (10 uM) se precalienta a 94°C, al tiempo que se mantiene el tubo que contiene la mezcla de reaccién a 94°C,
0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega) se afiade a la mezcla de reaccion; las reacciones PCR son como
sigue: dos ciclos de 94°C durante 40 s, 60°C durante 40 s 'y 72°C durante 40 s; seguido de desnaturalizar el producto
de amplificacién a 94°C.

(B) Amplificacion por PCR en segunda fase

Los productos resultantes, generados por la amplificacién por PCR en primera fase utilizando multiples conjuntos
de los ACPs, se amplificaron luego mediante la siguiente amplificacion por PCR en segunda fase bajo una alta tempe-
ratura de reasociacion. Después de completar la amplificacién por PCR en primera fase, en cada caso 2 ul de cebadores
arbitrarios preseleccionados 10 uM, JYC3 y JYC4, se afiadieron a la mezcla de reaccidn obtenida de la amplificacién
por PCR en primera fase, bajo una temperatura de desnaturalizacion tal como 94°C. La reacciéon PCR en segunda fase
era como sigue: 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 68°C durante 40 s y 72°C durante 1 min; seguido de una extensién
final durante 5 min a 72°C.

Los productos de la amplificacién se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, y se detec-
taron tifiendo con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich ef al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Las Figs. 20 y 21 muestran los resultados de experimentos en los que se utilizaron tres o cuatro conjuntos de
cebadores para amplificar segmentos multiples de ADN gendmico en una reaccion. Los conjuntos de cebadores con-
vencionales generaban productos no especificos, asi como productos diana especificos a partir de tres conjuntos (Fig.
20A) o cuatro conjuntos (Fig. 21A) de cebadores. En contraposicion, los tres conjuntos (Fig. 20B) o cuatro conjuntos
(Fig. 21B) de ACPs proporcionaban solamente productos diana multiplex. Asi, el ACP de la presente invencién se
puede utilizar para la aplicaciéon de la PCR multiplex.

Protocolo B
Amplificaciones por PCR en dos fases, continuos

Alternativamente, como cebadores para la amplificacion por PCR en segunda fase en las condiciones de alta rigu-
rosidad se pueden utilizar las secuencias completas de cada uno de los conjuntos de ACPs en lugar de los cebadores
arbitrarios preseleccionados, tales como JYC4 y JYC2. En este caso, no es necesario afiadir los cebadores arbitrarios
preseleccionados a la mezcla de reaccién en el momento de o después de la reaccion PCR en primera fase.

El procedimiento de las amplificaciones por PCR en dos fases, continuas es basicamente idéntico al Protocolo A,
excepto que la amplificacion por PCR en segunda fase sigue inmediatamente a la amplificacién por PCR en primera
fase sin demora alguna, debido a que no existe etapa de afiadir cebadores arbitrarios preseleccionados y a que la
concentracion de cada uno de los conjuntos de ACPs, en cada caso 1 ul de 5> ACP (10 uM) y 3> ACP (10 uM), se
afiade a la amplificacién por PCR en primera fase.
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Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se detectaron
mediante tincién con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich er al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucleétidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Consistente con los resultados de amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada, (Fig. 21B), las amplifi-
caciones por PCR en dos fases, continuas, también proporcionaban sélo productos especificos multiplex diana (Fig.
21C). Estos ejemplos ilustran que el ACP permite que los productos estén exentos de los problemas de fondo, asi como
de la no especificidad que surge de los cebadores convencionales utilizados en métodos de PCR multiplex tal como se
conoce en la técnica.

Ejemplo 9
Identificacion de segmentos de homologia conservada en familias de multigenes utilizando ACP

El ACP de la presente invencién se aplicéd para detectar y clonar segmentos de homologia conservada en familias
de multigenes. En el presente ejemplo, se disefiaron cebadores degenerados para detectar secuencias homeobox. Los
genes homeobox se caracterizan por una secuencia de nucleétidos conservada de 180 pb, conocida como la homeobox,
que codifica un homeodominio de unién a ADN de 60 aa (amino4cidos). Para aislar genes homeobox implicados en
el desarrollo embrionario de ratén se utilizd, como material de partida, ARN total obtenido de tres fases diferentes
del desarrollo del concepto, conceptos de ratones de 4,5, 11,5 y 18,5 dias de edad. Se prepararon ADNcs de primera
cadena en las mismas condiciones que las utilizadas en la sintesis de ADNc del Ejemplo 3, en donde se utiliz6 JYCS-
T;5-ACP como el cebador de la sintesis de ADNc de primera cadena.

Los siguientes ACPs comprenden las secuencias degeneradas para la secuencia homeobox en sus porciones en el
extremo 3’ y se utilizaron como cebadores especificos para homeobox, degenerados, para la amplificacién por PCR
en primera fase:

JYC2-HD1 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIINIGTNCRRGTGTGGTT-3’ (SEQ ID N°: 83);
JYC2-HD2 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGTNCRRGTCTGGTT-3’ (SEQID N°: 84); y

JYC2-HD3 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIINIGTNCRRGTTTGGTT-3’ (SEQ ID N°: 85).

La amplificacién por PCR se realizé mediante el método PCR de inicio caliente segiin se describe en el Ejemplo
2 y se efectué mediante amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada o continuas. Lo siguiente es un ejemplo
del procedimiento de amplificaciones por PCR en dos fases, de una parada.

1. Combinar los siguientes reactivos en un tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul del volumen total que
contiene 1 yl de ADNc de la primera cadena (50 ng/ul), 5 ¢l de tampdn de 10 x PCR (Roche), 5 ul de dNTP 2 mM, 1
(1 de uno de JYC2-HD1, JYC2-HD2 o JYC2-HD3 10 uM (cebador 5°), 1 ul de JYC5-T;5-ACP 10 uM (cebador 3°) y
36,5 ul de dH,O estéril.

2. Mezclar el contenido y centrifugar el tubo brevemente en una microcentrifuga.
3. Colocar el tubo en un ciclador térmico precalentado a 94°C.

4. Afiadir 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Roche) a la reaccidn, al tiempo que se mantiene el tubo a la
temperatura de 94°C.

5. Realizar una reaccién PCR bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 94°C durante 1 min, 52°C durante 3 min
y 72°C durante 1 min; seguido de 40 ciclos de 94°C durante 40 s, 65°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; y seguido de
una extension final durante 5 min a 72°C

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se detectaron
mediante tincién con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich er al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucle6tidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Se obtuvieron muchas bandas expresadas diferencialmente en una fase especifica, se subclonaron en el vector

pGEM-T Easy (Promega) y se secuenciaron. El borrén Northern o el andlisis por RT-PCR demuestra que los clones
son idénticos a los resultados de los patrones de expresion observados por la electroforesis. Estos resultados indican
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que el método utilizando el ACP de la presente invencion para aislar segmentos de homologia conservada en familias
de multigenes proporciona solamente productos de PCR reales. La exencion de falsos positivos, que es un cuello de
botella principal que permanece en las técnicas previas basadas en PCR para aislar segmentos de homologia conser-
vada en familias de multigenes permite evitar el subsiguiente trabajo complejo requerido para la verificacion de los
fragmentos de ADNc amplificados.

Ejemplo 10
Deteccion del genotipo de polimorfismos de un solo nucledtido utilizando PCR basada en ACP

Para demostrar la aplicacion de ACP en la deteccion del genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido, una
porcién que contenia un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) del gen p53 (TP53) humano se amplificé con
un cebador convencional o ACP. El procedimiento y los resultados para la deteccion del genotipo de SNP utilizando
ACPs se describen en esta memoria. Se obtuvieron moldes de ADN a partir de muestras de sangre humana que tienen
un SNP en el exén 4 del gen TPS53. Este polimorfismo se expresa como una sustituciéon Arg — Pro en la posicién de
aminodcido 72, reemplazando C por G. Una secuencia de 349 nt (nucleétidos) entre los nucledtidos 11991 y 12339
del gen TP53 se amplificé a partir de cada tipo de molde mediante un conjunto de los siguientes cebadores:

P53N 5S’CCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’ (SEQID N°: 86) y
P53C-ACP 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIATTGAAGTCTCATGGAGCC-3" (SEQ ID N°: 87).

Los productos amplificados que contenian el SNP entre sus extremos se utilizaron como moldes para detectar el
SNP, utilizando ACPs especificos para alelos, como sigue:

P53N1A-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICCCCGCGTGG-3’ (SEQ ID N*: 88),
P53N1B-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHICCCCCCGTGG-3’ (SEQ ID N°: 89),
P53N2A-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIICCCCGCGTG-3’ (SEQ ID N°: 90),
P53N2B-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCCCCCGTG-3’ (SEQ ID N°: 91),
P53N3A-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCCCGCGT-3’ (SEQ ID N°: 92),
P53N3B-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICCCCCCGT-3’ (SEQ ID N°: 93),
P53N4A-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIHIGCTCCCCGCG-3’ (SEQ ID N°: 94),
P53N4B-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHIGCTCCCCCCG-3’ (SEQ ID N°: 95),
P53NSA-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGCTCCCCG-3’ (SEQIDN®:96) y
P53N5B-ACP  5°’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGCTCCCCC-3’ (SEQ ID N°: 97).

La base polimdrfica estd subrayada en la porcién en el extremo 3’ de cada uno de los ACPs especificos para alelos
y se considera a la posicién de la base polimoérfica una posicién de interrogacion. La posicion de interrogacion esta
situada en varias posiciones diferentes desde el extremo 3’ de ACPs especificos para alelos, con el fin de determinar
la posicién mds critica en la especificidad de reasociacién para detectar el SNP.

Los ACPs especificos para alelos se utilizaron como cebadores 5°. PS3C-ACP y uno de PS3N1A-ACP, PS3N2A-
ACP, P53N3A-ACP, P53N4A-ACP y P53N5A-ACP se utilizaron para la deteccién del genotipo A de tipo salvaje.
P53C-ACP y uno de P5S3N1B-ACP, P5S3N2B-ACP, P5S3N3B-ACP, P5S3N4B-ACP y PS3N5B-ACP se utilizaron para la

deteccion del genotipo B de tipo variante. Las secuencias de la porcién en el extremo 5’ de los ACPs servian como
secuencias de cebadores arbitrarias preseleccionadas para la amplificacion por PCR en segunda fase:

JYC3 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGA-3’ (SEQIDN*11)y

JYC4 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT-3’ (SEQ ID N°: 12).
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(A) Amplificacion por PCR en primera fase

La amplificacién por PCR en primera fase se efectué mediante un ciclo de PCR que consistia en reasociacion,
extension y reaccién de desnaturalizacion; la mezcla de reaccién en un volumen final de 49,5 ul que contenia 1 ul del
segmento gendémico diana amplificado que contenia el SNP en el exén 4 del gen TP53, 5 ¢l de tampdn de reaccion 10
x PCR (Promega), 5 ul de MgCl, 25 mM, 5 ul de ANTP (2 mM en cada caso de dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y 1 ul de
uno de los ACPs especificos para alelos (10 uM) se precalienta a 94°C, al tiempo que se mantiene el tubo que contiene
la mezcla de reaccién a 94°C, 0,5 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul; Promega) se afiade a la mezcla de reaccion;
para los ACPs especificos para alelos que tienen 10 nucle6tidos en su porcion en el extremo 3°, las reacciones PCR
son como sigue: un ciclo de 94°C durante 40 s, 55°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de desnaturalizar el
producto de amplificacion a 94°C; para los ACPs especificos para alelos que tienen 8 nucledtidos en su porcién en el
extremo 3’, las reacciones PCR son como sigue: un ciclo de 94°C durante 40 s, 55°C durante 40 s y 72°C durante 40 s;
seguido de desnaturalizar el producto de amplificacién a 94°C. El producto resultante es una primera cadena de ADN,
complementaria al segmento genémico diana.

(B) Amplificacion por PCR en segunda fase

El producto resultante, generado por la amplificacién por PCR en primera fase, se amplificé luego mediante la
siguiente amplificacién por PCR en segunda fase bajo una temperatura de reasociacién mayor que la primera tem-
peratura de reasociacion. Después de completar la amplificacién por PCR en primera fase, 1 ul de cebador arbitrario
preseleccionado 10 uM, JYC3, se afiadi6 a la mezcla de reaccion obtenida de la amplificacién por PCR en primera fase,
bajo una temperatura de desnaturalizacién tal como 94°C. La reaccion PCR en segunda fase era como sigue: 30 ciclos
de 94°C durante 40 s, 68°C durante 40 s y 72°C durante 40 s; seguido de una extension final durante 5 min a 72°C.

Los productos de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%, y se detec-
taron tifiendo con bromuro de etidio. Los productos de la PCR resultantes también se pueden detectar en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante mediante autorradiografia o métodos de deteccién no radiactivos tal como tincién con
plata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), el uso de oligonucle6tidos marcados por fluorescencia (Bauer et
al., 1993; Tto et al., 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) y el uso de cebadores biotinilados (Korn et al.,
1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

La Fig. 22 muestra los resultados de la amplificacién especifica para alelos utilizando ACP. El par de ACPs especi-
ficos para A de tipo salvaje (PS3N2A-ACP y P53C-ACP) generaba un producto diana especifico, solamente a partir de
las muestras con deteccion del genotipo homozigético A de tipo salvaje (pista 1) o heterozigético (pista 3), pero no a
partir de las muestras con deteccion del genotipo homozigético B de tipo variante (pista 5). El par de ACPs especificos
para B de tipo variante (PS3N2B-ACP y P53C-ACP) generaba un producto diana especifico, solamente a partir de las
muestras con deteccion del genotipo homozigdtico B de tipo variante (pista 6) o heterozigético (pista 4), pero no a
partir de las muestras con deteccién del genotipo homozigético A de tipo salvaje (pista 2). Estos resultados indican
que el ACP de la presente invencion se puede aplicar, como un método facil y econdmico, para detectar el genotipo
de SNPs, ya que en esta propuesta no se requiere el uso de una sonda de ADN fluorescente ni el post-tratamiento por
PCR. Los ACPs especificos para alelos, cada uno de los cuales tiene una posicioén de interrogacién en su porcién en
el extremo 3’, mostraron una mejora de la especificidad de la reasociacién. Ademas, cuando el ACP especifica para
alelos tiene una posicion de interrogacion en la posicién 5 desde el extremo 3’ (p. ej. PS3N2A-ACP y P53N2B-ACP),
se alcanza de la forma mads critica la especificidad de la reasociacion.

Con el fin de verificar si la posicién 5 desde el extremo 3’ real del ACP especifico para alelos es el mas apropiado
para la posicién de interrogacidn, se efectuaron seis experimentos adicionales utilizando el mismo procedimiento que
el utilizado en la Fig. 22. Se obtuvieron moldes de ADN a partir de muestras de sangre humana que tienen un SNP. Se
amplificaron seis fragmentos genémicos cortos que contenfan SNPs utilizando cada uno de los conjuntos de cebador
diferentes como sigue:

730N 5’-ATTCTGATGGTGTGGATTGTG-3’ (SEQ ID N°: 98) y

SM703C 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIACCCTGGAGTAGACGAAGA-3’ (SEQ ID N°: 99) para
el receptor beta-2 adrenérgico (ADRB2),

028N 5’-CCTTCTGTGCTTGATGCTTTT-3’ (SEQID N°: 102) y

SMO028C 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIICAGGAAGGATGAGCATTTAG-3’ (SEQ ID N°: 103) pa-
ra el receptor de quimioquina 5 (motivo c-c) (CCRS),

695N 5’-AGAAAAACCAGAGGCAGCTT-3’ (SEQ ID N°: 106) y

SM695N 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIITAGCACAAACCAAAGACACAGT-3’ (SEQ ID N°: 107)

para el receptor de interleucina 13,

679N 5’-CTAGCTGCAAGTGACATCTCT-3’ (SEQID N*: 110) y

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314093 T3

SM679C 5’-TCACAGAGTATCCAAGCGIIIICAGTAAGAAGCCAGGAGAG-3’ (SEQ ID N°: 111) para la
molécula de adhesién de leucocitos (LAM-1),

832N 5’-TTTTGGGTGGAGGCTAACAT-3’ (SEQID N°: 114) y

SM832C 5’-TCACAGAAGTATGCCAGCGAIIITAACGATGCAGACACCACCA-3’ (SEQID N°: 115) parael
receptor de taquiquinina 3 (TACR3) y

880N 5’-CTTCCACCAATACTCTTTTCC-3’ (SEQID N*: 118) y

SMS880C 5’-TCACAGAAGTATGCCAGCGAIIIIGCATACACACAAGAGGCAGA-3’ (SEQ ID N°: 119) para

interleucina 1, beta (IL 1B).

Los productos amplificados que contenian el SNP entre sus extremos se utilizaron como moldes para detectar los
SNPs, en donde se aplicaron ACPs especificos para alelos, como sigue:

SM703-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHIIGGTACAGGGC-3’ (SEQ ID N°: 100) y

SM703-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGGTACCGGGC-3’ (SEQ ID N°: 101) para el receptor be-
ta-2 adrenérgico (ADRB2),

SMO028-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCAAACCAA-3’ (SEQ ID N°: 104) y

SM028-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCAAACCAA-3’ (SEQ ID N° 105) para el receptor de
quimioquina 5 (motivo c-¢) (CCRS),

SM695-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHICCATTTTAGG-3’ (SEQ ID N°: 108) y

SM695-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICCATTGTAGG-3’ (SEQ ID N°: 109) para el receptor de
interleucina 13,

SM679-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCAGAACTTT-3’ (SEQID N°: 112) y

SM679-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHIICCAGACCTTT-3" (SEQ ID N°: 113) para la molécula de
adhesion de leucocitos (LAM-1),

SM832-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIHIIGACTGGTAAA-3’ (SEQID N°: 116) y

SM832-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIIGACTGATAAA-3’ (SEQ ID N°: 117) para el receptor de
taquiquinina 3 (TACR3) y

SM880-A 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIAAAGCCATAA-3’ (SEQ ID N°: 120) y

SM880-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIAAAGCTATAA-3’ (SEQ ID N°: 121) para interleucina 1,
beta (IL 1B).

La Fig. 23 muestra los resultados de amplificaciones especificas para alelos para seis SNPs adicionales, cada uno
de ellos presente en un gen diferente tal como el receptor beta-2 adrenérgico (ADRB2) (A), el receptor de quimioquina
5 (motivo c-c) (CCRS5) (B), el receptor de interleucina 13 (C), la molécula de adhesién de leucocitos (LAM-1) (D), el
receptor de taquiquinina 3 (TACR3) (E) e interleucina 1, beta (IL 1B) (F). Consistente con los resultados de la Fig. 22,
la especificidad de reasociacion se alcanza de manera critica cuando el ACP especifico para alelos tiene una posicién
de interrogacién en la posicion 5 desde el extremo 3’°. El par de ACPs especificos para A de tipo salvaje generaba
un producto diana especifico, solamente a partir de las muestras con deteccion del genotipo homozigético A de tipo
salvaje (pista 1) o heterozigdtico (pista 3), pero no a partir de las muestras con deteccién del genotipo homozigético
B de tipo variante (pista 5). El par de ACPs especificos para B de tipo variante generaba un producto diana especifico,
solamente a partir de las muestras con deteccion del genotipo homozigético B de tipo variante (pista 6) o heterozigdtico
(pista 4), pero no a partir de las muestras con deteccion del genotipo homozigético A de tipo salvaje (pista 2).

Habiendo descrito una realizacién preferida de la presente invencion, ha de entenderse que variantes y modifica-

ciones de la misma que caen dentro del espiritu de la invencién pueden resultar evidentes para los expertos en esta
técnica, y el alcance de esta invencidn se ha de determinar por las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.
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TABLA 1

SEQ D

ND

Designacion Informacién de la secuencia

(S8}

AV T - < B I - S 5, IR A ¥ 8

25
26
27

ACP1
ACP2
ACP3
ACP4
ACPS
ACP6
ACP7
ACPS
ACP9
YC2
J¥YC3
IYC4
ACP10
ACP11
ACP12
ACP13
ACP14
ACP15
CRP210
ACP16
ACP17
ACP13
ACP19
dT-TYC3

dT-JYC2
JYC2-T13C
JYC2-T13G

5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICAGGAGTGG-3"
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINIGGCGACGATS-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCATCGACS-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMIAGATGCCCGW-3*
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIHAGGCGATGCS-3’
5*-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHINTCTCCCGGTS-3’
5"-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIHTTGTGGCGGS-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICTCCGATGCS-3°
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIINICCTGCGGGTW-3’
5'-GCTTGACTACGATACTGTGCGA -3’
5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGA -3°

5’- GTCTACCAGGCATTCGCITCAT -3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCATCGACC-3*
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCATCGACG-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIAGGCGATGCC-3’
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTITCATIIMAGGCGATGCG-3’
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIICTCCGATGCC-3'
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICTCCGATGCG-3’
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGCCATCGACC-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIGCCATCGACC-3’
5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATINIGCCATCGACC-3°
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIMIGCCATCGACC-3’
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIHINGCCATCGACC-3’

5’-CACAGAAGTATGCCAAGCGACTCGAGTTTTITITIT
TTTTT-3

5-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTITITITTITITITI-3’

5- CTTGACTACGATACTGTGCGATITITTITITITIC-3®

5'-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTITITTTITITIITG-3’
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31

34
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36
37
38
39
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TABLA 1 (continuacion)

JYC2-TI3A  5-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTITTTITA-3"

dT,-JYC2  §-GCTTGACTACGATACTGTGCGATITTTTIITT-3’

dT-ACP1  5-GCTTGACTACGATACTGTGCGADITTITTTITITI-3’

DEG 2 GCCATCGACCCGTTTCTCTAGCCCCATCTTCATGTGT
TTTAATGAGATGATATTAATTCATTACATTCATGGAT
AATATGTCCCTGAGTACATTCTAATCTAGATTTAACT
TCAAAAAAAAAAAAAAAAA

DEG § AGGCGATGCGGGCTGTACTCTGGGTGGCTGCCACAGT
CTCATGAGAAACCAAGGGCAAAGGACCAAGGAAAAG
GGTCTCAGGCCCCTAAAGCAGTGGCTTTCAACCATCCTAA
TGTTGTGACCTTTTAATACAGTTCCTCATGTTGTG
TGACCCCCCAACCATAAAATGATTITTGTTTCTACTTC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

SMARTIV  5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACG

GCCNGGG)-3"
5 PCR Primer 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’
CDSIU3’  5-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATGdT)s
VN-3*

rG3-ACP 5*-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIGGH(GGG)-3’

rG2-ACP 5'.GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGHGG)(G)-3’

dG3-ACP 5*-GTCTACCAGGCATTOGCTTCATIIIGGA(GGG)-3"

Oligo dT15-ACP 5-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIMITTTTTTTTT

TTTTTTITI=3
PLP-Ca $*-GAGAGGATAGTTTCAGGGAC-3’
JunB3 5'-CTCCGTGGTACGCCTGCTTICTC-3

B -actin 1 5'-TCGTCACCCACATAGGAGTC-3’
B -actin 2 5*-CTAAGAGGAGGATGGTCGC-3’

EsxN7 5’-GCCGGTTGCAGAGCACC-¥
EsxCé 5’-GAACCATGTITCTGAATGCC-3’

EsxN7-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATINIGCCGGT
TGCAGAGCACC-3’
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47

48

49

50

51

33

54
55

56

57

58

59

60

61

62

63

64
65

67
68

EsxC6-ACP

EsxN1
EsxC2
EsxN1-ACP

EsxN3
EsxC5

EsxN3-ACP

Oligo-dTs
EsxC2-ACP

EsxCS-ACP
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TABLA 1 (continuacién)
5'-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGAACCAT
GTTTCTGAATGCC-3’
5’-GAATCTGAAACAACTTTICTA-3’
5*-GATGCATGGGACGAGGCACC-3’
5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATEIIGAATCT
GAAACAACTTTICTA-?
5'-CGCCGCACCCCIGCCCGCA-3’
5*-GATGCATGGGACGAGGCA-3’
5*-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICGCCGC
ACCCCTGCCCGCA-3’
S-TTTTITITTITITIIT-3
5°-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIMIIGATGCA
TGGGACGAGGCACC3’
5°- GCTTGACTACGATACTGTGCGATIIGATGCA
TGGGACGAGGCA-3’

OligoVdT,s-ACP  5°- GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIITTTTIT

TITITTITTV -3’
dNg-ACP 5'-GCTTGACTACGATACTGTGCGANIIINNNNNN-3’
rG1-ACP 5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATINGGH{G)d(GG)-3’
JYC5 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGAT-3’
JYC5-T1s-ACP 5'-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIUTTTTIT
TITTITITT-
JYC5-TisV-ACP  5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGATHIITTITITIT
TITITITIV-3
JYC5-T\sVN-ACP 5'-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIITTTIT
TITTTTTTTVN -3’
ACP101 S’-GTCTACCAGGCATTCGCITCATIIICCGGAGGATC-3’
ACP109 5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICTGCAGGACG-3’
ACPl16 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHICGGAGCATCC-3"
ELAMINI S TTGCACACTGTTGATTCTAA-3’
ELAMIC1 5"-TTATTGATGGTCTCTACACA-3’
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69
70
71
72
73
74
75

76

78

79

80

81

82

g3

B4

85

86
87
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TABLA 1 (continuacion)

ELAMIN2  5-CCACTGAGTCCAACATIC-3’

ELAMIC2  5-CTGAAACACTTCCCACAC-3’

P53N1 5*-CCTICTGACTGCTICTITTTICAC-3’

P53C1 5-ATTGAAGTCTCATGGAAGCC-3'

P53N2 5'-TGCTTGCCACAGGTCTC-3’

P53C2 5'-GCAGTGCTAGGAAAGAGG-3’

ELAMIN1-ACP 5-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINTTGCACACTGT
TGATTCTAA-3’

ELAMICI-ACP 5"-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAINITTATTGATGGT
CTCTACACA-3’

ELAMIN2-ACP 5-GICTACCAGGCATTCGCTTCATINICCACTGAGTCC
AACATTC-3'

ELAMIC2-ACP 5 TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIICTGAAACACTT
CCCACAC-3'

PSINI-ACP  5*-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMICCTCTGACTGC
TCTTTTCAC-3'

PS3CL-ACP  5-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIMMATTGAAGTCTC
ATGGAAGCC-3’

P53N2-ACP 5*-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINTGCTTGCCACA
GGTCIC-3’

PS3C2-ACP  5'-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIMNGCAGTGCTAGG
AAAGAGG-3

JYC2-HD1 5.GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIGTNCRRGTGTG
GTT-3’ |

JYC2-HD2 5*.GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIGTNCRRGTCTG
GTT-3’

IYC2-HD3 5".GCTTGACTACGATACTGTGCGAIMIGTNCRRGTTTG
GTT-3"

P53N 5.CCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’

PS3C-ACP 5. TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIMATTGAAGTCTC

ATGGAAGCC-3’
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

104
105
106
107

108
109
110
11

112
113
114

P53N1A-ACP
P53N1B-ACP
PS3N2A-ACFP
P53N2B-ACP
PS3N3A-ACP
PS3N3B-ACP
PS3N4A-ACP
P53N4B-ACP
P53NSA-ACP
P5S3NSB-ACP
703N
SM703C

SM703-A
SM703-B
028N
SM028C

SM028-A
SM028-B
695N
SM695C

SM695-A
SM695-B
679N
SM679C

SM679-A
SM679-B
832N
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TABLA 1 (continuacion)

5°- GTCTACCAGGCATTCGCITCATIIICCCCGCGTGG-3’
5'. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHNICCCCCCGTGG-3'
5'. GTICTACCAGGCATTCGCTTCATHIITCCCCGCGTG-Y’
5'- GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMITCCCCCCGTG-3
5'. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICTCCCCGCGT-3’
5'. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIICTCCCCCCGT-3
5'. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMIGCTCCCCGCG-3'
5. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIGCTCCCCCCG-3’
5'. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCTCCCCG-3’
5'. GTCTACCAGGCATTOGCTTCATIIIGCTCCCCC-3’
5'- ATTCTGATGGTGTGGATTGTG -3
51 . TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIMIACCCTGGAGTAG
ACGAAGA -3+
5:. GTCTACCAGGCATTCGCITCATIIIGGTACAGGGC-3’
5. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIGGTACCGGGC -3°
5/- CCTTCTGTGCTIGATGCTITTT -3°
5! . TCACAGAAGTATGCCAAGCGATMICAGGAAGGATGA
GCATTTAG-3’
5¢. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINTCCAAACCAA -3°
51 . GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINTCCAACCCAA -3
5¢. AGAAAAACCAGAGGCAGCTT -3’
5. TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIMIAGCACAAACCAA
AGACACAGT -3*
5+ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATINI CCATTTTAGG -3/
51. GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIN CCATTGTAGG -3/
5¢. CTAGCTGCAAGTGACATCICT -3’
57 - TCACAGAGTATCCAAGCGIIITCAGTAAGAAG
CCAGGAGAG -3*
5 - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINCCAGAACTTT -3
5/ . GTICTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCAGACCTTT -3/
57 - TTTTGGGTGGAGGCTAACAT -3'
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TABLA 1 (continuacién)

115 SM832C  5'-TCACAGAAGTATGCCAGCGAIMDAACGATGCAG
ACACCACCA -3
116 SMB32-A  5'-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIHGACTGGTAAA -3/
117 SM832-B  5/-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMGACTGATAAA -37
118 880N 57- CTTCCACCAATACTCTTTTCC -3”
119 SMBB0C 5'- TCACAGAAGTATGCCAGCGAINIGCATACACACA
AGAGGCAGA -3’
120 SM880-A  5'- GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMIAAAGCCATAA -3'
121 SM880-B  5'- GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIAAAGCTATAA -3/
S=GoC
W=AoT
V=A GoC
N=AG,CoT

| es desoxiinosina

r es ribosa

d es desoxirribosa

TABLA 2

Fragmentos de ADNc expresados diferencialmente clonados mediante el ACP de la presente invencion

Nomenclatura Identidad Homologia
DEG 1 Tropomiosina 2 (beta) Raton 92%
DEG 2 Nuevo Nuevo
DEG 3 Proteina hipotética (gen Tes) Ratén 99%
DEG 4 Proteasa - 6 Ratén 92%
DEG5 Nuevo Nuevo
DEG6 Citocromo ¢ oxidasa, subunidad Vb Ratén 99%
DEG7 Hidroxilacil-coenzima A deshidrogenasa (Hadh) Ratén 98%
DEG 8 Troponina T2, cardiaca (Tnnt2) Raton 94%
DEG 9 Proteina del motivo de unién a ARN,cromosoma X Ratén
96%

DEG 10 Peroxirredoxina 6 (Prdx 6) Ratén 89%
DEG 11 ADN de embrién de11 dias 6 13 dias Ratén 98%
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REIVINDICACIONES

1. Un cebador para el control de la reasociacién para mejorar la especificidad de la reasociacién en la amplificacion
de 4cidos nucleicos, que comprende: (a) una porcién en el extremo 3’ que tiene una secuencia de nucleé6tidos hibridan-
te, esencialmente complementaria a un sitio en un dcido nucleico molde para hibridarse con el mismo; (b) una porcién
en el extremo 5° que tiene una secuencia de nucleétidos arbitraria preseleccionada, esencialmente no complementaria
a sitio alguno en dicho dcido nucleico molde; y (¢) comprendiendo una porcién de regulador situada entre dicha por-
cién en el extremo 3’ y dicha porcién en el extremo 5’ al menos tres bases universales contiguas o andlogos de bases
no discriminatorias, en donde dicha porcién de regulador tiene una T,, menor que dicha porcién en el extremo 3’ y
dicha porcién en el extremo 5°, y en donde dicha porcién de regulador es capaz de regular una porcion de reasociacién
de dicho cebador en asociacién con la temperatura de reasociacion.

2. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho cebador para
el control de la reasociacion tiene una férmula general de 5’-X,,-Y,-Z,-3’, en donde X,, representa dicha porcién en
el extremo 5’ que tiene dicha secuencia de nucleétidos arbitraria preseleccionada, esencialmente no complementaria
a sitio alguno en el dcido nucleico molde; Y, representa dicha porcién de regulador que comprende al menos tres
bases universales contiguas o andlogos de bases no discriminatorias; Z, representa dicha porcién en el extremo 3’ que
tiene una secuencia de nucledtidos hibridante, esencialmente complementaria a un sitio en el 4cido nucleico molde
para hibridarse con el mismo; en donde p, q y r representan el nimero de nucledtidos; y en donde X, Y y Z es
desoxirribonucledtido o ribonucleétido.

3. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicha base universal
o andlogo de base no discriminatoria es capaz de formar pares de bases con cada una de las bases de ADN/ARN
naturales.

4. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicha base univer-
sal o andlogo de base no discriminatoria se selecciona del grupo que consiste en desoxiinosina, inosina, 7-deaza-2’-
desoxiinosina, 2-aza-2’-desoxiinosina, 2’-OMe inosina, 2’-F inosina, desoxi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2’-OMe 3-
nitropirrol, 2’-F 3-nitropirrol, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol, desoxi S-nitroindol, 5-nitroindol, 2’-
OMe nitroindol, 2’-F nitroindol, desoxi 4-nitrobencimidazol, 4-nitrobencimidazol, desoxi 4-aminobencimidazol, 4-
aminobencimidazol, desoxi nebularina, 2’-F nebularina, 2’-F 4-nitrobencimidazol, PNA-5-nitroindol, PNA-nebulari-
na, PNA-inosina, PNA-4-nitrobencimidazol, PNA-3-nitropirrol, morfolino-5-nitroindol, morfolino-nebularina, mor-
folino-inosina, morfolino-4-nitrobencimidazol, morfolino-3-nitropirrol, fosforoamidato-5-nitroindol, fosforoamidato-
nebularina, fosforoamidato-inosina, fosforoamidato-4-nitrobencimidazol, fosforoamidato-3-nitropirrol, 2’-0-metoxie-
til inosina, 2’-0-metoxietil nebularina, 2’-0-metoxietil 5-nitroindol, 2’-0-metoxietil 4-nitrobencimidazol, 2’-0-meto-
xietil 3-nitropirrol y sus combinaciones.

5. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicha base universal o
analogo de base no discriminatoria es desoxiinosina, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol 6 5-nitroindol.

6. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde dicho desoxirribonu-
cleétido es AINMP que aparece de forma natural, nucleétido modificado y nucleétido no natural.

7. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde p representa un
nimero entero de 15 a 60.

8. El cebador para el control de la reasociaciéon de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde q representa un
nimero entero de 3 a 15.

9. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde r representa un nimero
entero de 6 a 50.

10. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde p es un nimero
entero de 15 a 60, q es un niimero entero de 3 a 15 y r es un nimero entero de 6 a 30.

11. EI cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde X, comprende una
secuencia de cebador universal.

12. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde X, incluye una
secuencia o secuencias reconocidas por una endonucleasa de restriccién o endonucleasas de restriccion.

13. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde X, comprende al
menos un nucledtido con un marcador para la deteccién o el aislamiento.

14. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde Z, es una secuencia
de nuxcle6tidos que se hibrida a la cola de polidenosina (poliA) de un ARNm.
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15. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde Z, comprende al
menos 10 nucleétidos de desoxitimidina contiguos.

16. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde Z, comprende al
menos 10 nucleétidos de desoxitimidina contiguos que tiene 3°-V en su extremo 3’; en que V es uno seleccionado del
grupo que consiste en desoxiadenosina, desoxicitidina y desoxiguanosina.

17. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde Z, comprende al
menos 10 nucledtidos de desoxitimidina contiguos que tiene 3’-NV en su extremo 3’; en que V es uno seleccionado
del grupo que consiste en desoxiadenosina, desoxicitidina y desoxiguanosina, y N es uno seleccionado del grupo que
consiste en desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxicitidina y desoxiguanosina.

18. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde Z, es una secuencia
de nucleétidos esencialmente complementaria a una secuencia diana en el dcido nucleico molde.

19. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde Z, es una secuencia
de nucledtidos aleatoria.

20. El cebador para el control de la reasociacion de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde Z, es una secuencia
de nucleétidos esencialmente complementaria a una secuencia consenso encontrada en una familia de genes.

21. El cebador para el control de la reasociacién de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde Z; es una secuencia de
nucledtidos degenerada, seleccionada de una pluralidad de combinaciones de nucleétidos que codifican una secuencia
de aminodcidos predeterminada.

22. El cebador para el control de la reasociaciéon de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde Z, comprende al
menos un ribonucleétido.

23. Un kit que comprende el cebador o el conjunto de cebadores de acuerdo con una cualquiera de las reivindica-
ciones 1-22.

24. El kit de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde el kit comprende, ademds, un cebador o un par de cebadores
que tienen una secuencia de nucledtidos correspondiente a dicha porcién en el extremo 5° de dicho cebador para el
control de la reasociacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-22.

25. Un método para amplificar selectivamente una secuencia de 4cidos nucleicos diana a partir de un ADN o una
mezcla de 4cidos nucleicos, en el que dicho método comprende llevar a cabo una reaccién de amplificacion utilizando
cebadores, caracterizado porque al menos un cebador se deriva del ACP de una cualquiera de las reivindicaciones
1-13.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que dicho método se realiza utilizando amplificaciones
en dos fases, que comprende:

(a) llevar a cabo una amplificacién en una primera fase de dicha secuencia de 4cidos nucleicos diana a una primera
temperatura de reasociacion, que comprende al menos dos ciclos de reasociacion del cebador, extension del cebador y
desnaturalizacion, utilizando el par de cebadores de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, teniendo cada uno en
su porcion en el extremo 3’ una secuencia hibridante esencialmente complementaria a una regién de dicha secuencia
de 4acidos nucleicos diana para hibridarse con la misma, bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a su
secuencia de 4cidos nucleicos diana, con lo que se genera el producto de amplificacién de dicha secuencia de dcidos
nucleicos diana; y

(b) llevar a cabo una amplificaciéon en una segunda fase de dicho producto de amplificacion generado en la etapa
(a) a una segunda temperatura de reasociacion, que es en condiciones de alta rigurosidad, que comprende al menos
un ciclo de reasociacion del cebador, extension del cebador y desnaturalizacidn, utilizando los mismos cebadores que
los utilizados en la etapa (a) o utilizando un par de cebadores cada uno de los cuales comprende una secuencia de
nucledtidos arbitraria preseleccionada que corresponde a cada porcidn en el extremo 5’ de dichos cebadores utilizados
en la etapa (a), bajo condiciones en las que cada cebador se reasocia a los extremos 3’ y 5° de dicho producto de
amplificacion, respectivamente, con lo que se re-amplifica dicho producto de amplificacién.

27. El método de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que dicho par de cebadores utilizados en dicha ampli-
ficacién en primera fase es una combinacidn de un cebador para el control de la reasociacién seleccionado de los
cebadores de las reivindicaciones 1-13 y un cebador convencional.

28. Uso de bases universales o andlogos de bases no discriminatorias para la fabricacién de un cebador para el
control de la reasociacion con especificidad de la reasociacién mejorada en la amplificacién de dcidos nucleicos, en
donde el cebador para el control de la reasociacién comprende: (a) una porcion en el extremo 3’ que tiene una secuencia
de nucleétidos hibridante, esencialmente complementaria a un sitio en un 4cido nucleico molde para hibridarse con
el mismo; (b) una porcién en el extremo 5’ que tiene una secuencia de nucledtidos arbitraria preseleccionada; y (c)
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comprendiendo una porcién de regulador situada entre dicha porcién en el extremo 3’ y dicha porcién en el extremo 5°
al menos tres bases universales contiguas o andlogos de bases no discriminatorias, en donde dicha porcién de regulador
tiene una T, menor que dicha porcién en el extremo 3’ y dicha porcién en el extremo 5°, y en donde dicha porcién
de regulador es capaz de regular una porcién de reasociacion de dicho cebador en asociacién con la temperatura de
reasociacion.

29. El uso de acuerdo con la reivindicacién 28, en donde dicho cebador para el control de la reasociacion tiene una
féormula general de 5°-X,,-Y,-Z,-3’, en donde X, representa dicha porcion en el extremo 5’ que tiene dicha secuencia
de nucledtidos arbitraria preseleccionada, esencialmente no complementaria a sitio alguno en el 4cido nucleico molde;
Y, representa dicha porcién de regulador que comprende al menos tres bases universales contiguas o andlogos de bases
no discriminatorias; Z, representa dicha porcién en el extremo 3’ que tiene una secuencia de nucleétidos hibridante,
esencialmente complementaria a un sitio en el dcido nucleico molde para hibridarse con el mismo; en donde p, q y r
representan el nimero de nucleétidos; y en donde X, Y y Z es desoxirribonucledtido o ribonucleétido.

30. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicha base universal o andlogo de base no discriminatoria
es capaz de formar pares de bases con cada una de las bases de ADN/ARN naturales.

31. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicha base universal o andlogo de base no discriminatoria
se selecciona del grupo que consiste en desoxiinosina, inosina, 7-deaza-2’-desoxiinosina, 2-aza-2’-desoxiinosina, 2’-
OMe inosina, 2’-F inosina, desoxi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2°-OMe 3-nitropirrol, 2’-F 3-nitropirrol, 1-(2’-desoxi-
beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol, desoxi 5-nitroindol, 5-nitroindol, 2’-OMe nitroindol, 2’-F nitroindol, desoxi 4-
nitrobencimidazol, 4-nitrobencimidazol, desoxi 4-aminobencimidazol, 4-aminobencimidazol, desoxi nebularina, 2’-
F nebularina, 2’-F 4-nitrobencimidazol, PNA-5-nitroindol, PNA-nebularina, PNA-inosina, PNA-4-nitrobencimidazol,
PNA-3-nitropirrol, morfolino-5-nitroindol, morfolino-nebularina, morfolino-inosina, morfolino-4-nitrobencimidazol,
morfolino-3-nitropirrol, fosforoamidato-5-nitroindol, fosforoamidato-nebularina, fosforoamidato-inosina, fosforoa-
midato-4-nitrobencimidazol, fosforoamidato-3-nitropirrol, 2’-0-metoxietil inosina, 2’-0-metoxietil nebularina, 2’-0-
metoxietil 5-nitroindol, 2’-0-metoxietil 4-nitrobencimidazol, 2’-0-metoxietil 3-nitropirrol y sus combinaciones.

32. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicha base universal o andlogo de base no discriminatoria
es desoxiinosina, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol 6 S-nitroindol.

33. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde dicho desoxirribonucleétido es ANMP que aparece de
forma natural, nucleétido modificado y nucleétido no natural.

34. El uso de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde p representa un nimero entero de 15 a 60.
35. El uso de acuerdo con la reivindicacion 29, en donde g representa un nimero entero de 3 a 15.
36. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde r representa un nimero entero de 6 a 50.

37. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, en donde p es un niimero entero de 15 a 60, q es un nimero entero
de 3 a 15 y r es un nimero entero de 6 a 30.
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 121
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACPI:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIICAG GAGTGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP2:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIIGGC GACGATS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP3:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIIGCC ATCGACS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), W=A o T

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP4:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIIAGA TGCCCGW

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP5:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIAGG CGATGCS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 6:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP6:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHITCT CCCGGTS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP7:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIITTG TGGCGGS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), S =G o C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACPS:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICTC CGATGCS

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), W=A o T

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP9:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICCT GCGGGTW

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2:

GCTTGACTAC GATACTGTGC GA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC3:

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG A

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 12:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

10 (i) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC4:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC AT

—_

> (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
20 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
25 (D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dD

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP10:

30
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIHNIGCC ATCGACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 14:

» (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
40 (C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

45 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP11:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIGCC ATCGACG
50

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
55 (A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP12:

60

65

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIAGG CGATGCC
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP13:

10

15
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIAGG CGATGCG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 17:
20
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

30 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP14:

25

35 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICTC CGATGCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 18:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
45 (D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
50 (iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACPI15:

40

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIHICTC CGATGCG

55 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 19:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
60 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

65
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(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: CRP2I0:
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATGCCATCGA CC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 20:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
15 (D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP16:

10

20
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIGCCATC GACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 21:

25 .
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
30 (C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

35 (ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP17:
“ GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIIGCCA TCGACC
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 22:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
45 (A) LONGITUD: 38 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
50 (D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
55 (iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACPI18:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIIGC CATCGACC

o @ INFORMACION PARA SEQ ID N°: 23:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
65 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(ili) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP19:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIIII GCCATCGACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 24:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 41 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dT-JYC3:

CACAGAAGTA TGCCAAGCGA CTCGAGTTTT TTTTTTTTTT T

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 25:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dT-JYC2:

GCTTGACTAC GATACTGTGC GATTTTTTTT TTTTTTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 26:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-T13C:

CTTGACTACG ATACTGTGCG ATTTTTTTTT TTTTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 27:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-T13G:

5 GCTTGACTAC GATACTGTGC GATTTTTTTT TTTTTG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 28:

10 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-T13A:

15

20

GCTTGACTAC GATACTGTGC GATTTTTTTT TTTTTA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 29:
25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dT,,-JYC2:

30

35

GCTTGACTAC GATACTGTGC GATTTTTTTIT TT

40 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 30:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
50 (D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dT,,-ACP1:

45

55
GCTTGACTAC GATACTGTGC GAHOIOTTT TTTTTTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 31:

60 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 130 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

65 (C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: DEG2:

GCCATCGACC CGTTCTCTA GCCCCATCTT CATGTGTTTT AATGAGATGA
TATTAATTCA TTACATTCAT GGATAATATG TCCCTGAGTA CATTCTAATC
TAGATTTAAC TTCAAAAAAA AAAAAAAAAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 32:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 208 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: DEGS:

AGGCGATGCG GGCTGTACTC TGGGTGGCTG CCACAGTCTC ATGGAAACC
AAGGGCAAAG GACCAAGGAA AAGGGTCTCA GGCCCCTAAA GCAGTGCTT
TCAACCATCC TAATGTTGTG  ACAGTTCCTC ATGTTGTGTG ACCCCCCAAC
CATAAAATGA TTTTTGTTTC TACTTCAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 33:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 39 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: r = ribosa

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SMART IV:

AAGCAGTGGT ATCAACGCAG AGTGGCCATT ACGCCr (GGG)

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 34:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: cebador 5° PCR:

AAGCAGTGGT ATCAACGCAG AGT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 35:



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2314093 T3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 59 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: d = desoxirribosa, V=A,GoC,N=A,G,CoT

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: CDS I11/3’:

ATTCTAGAGG CCGAGGCGGC CGACATG-(dT); VN

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 36:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), r = ribosa

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: rG3-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHHIGGr (G GG)

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 37:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), r = ribosa, d = desoxirribosa

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: rG2-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHIGGr (G G) d (G)

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 38:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), d = desoxirribosa

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dG3-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIGGd (G GG)

10
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 39:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
5 (A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: oligo-dT,s-ACP;

10

15

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAHIITTT TTTTTTTTTT TTTTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 40:
20
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: PLP-Ca:

25

30

GAGAGGATAG TTTCAGGGAC

35 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 41:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

45 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JunB3:

40

50 CTCCGTGGTA CGCCTGCTTT CTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 42:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla
60 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: B-actina 1:

55

65
TCGTCACCCA CATAGGAGTC

11
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 43:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: B-actina 2:

CTAAGAGGAG GATGGTCGC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 44:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN7:

GCCGGTTGCA GACCACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 45:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC6:

GAACCATGTT TCTGAATGCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 46:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN7-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHIGCC GGTTGCAGAG CACC

12
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 47:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC6-ACP:

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIIGAA CCATGTTCT GAATGCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 48:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN1:

GAATCTGAAA CAACTTTCTA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 49:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC2:

GATGCATGGG ACGAGGCACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 50:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 47 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN1-ACP:
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIIIGAA TCTGAAACAA CTTTCTA

13
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 51:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN3:

CGCCGACCC CTGCCCGCA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 52:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC5:
GATGCATGGG ACGAGGCA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 53:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxN3-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICGC CGCACCCCTG CCCGCA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 54:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: oligo-dTs;

ITTTTTTTTT TTTTT

14
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 55:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC2-ACP:

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIGAT GCATGGGACG AGGCACC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 56:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: EsxC5-ACP:

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAHIIGAT GCATGGGACG AGGCA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 57:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: T = desoxiinosina d),V=A,GoC

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: oligoVdT,;-ACP;

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAHHIITTT TTTTTTTTTT TTV

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 58:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 33 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), N=A, G, To C

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

15
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(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: dN,-ACP;
GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIIINNN NNN

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 59:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), r = ribosa, d = desoxirribosa

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: tG1-ACP:

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIGGr (G) d (GG)

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 60:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYCS;

CTGTGAATGC TGCGACTACG AT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 61:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 42 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC5-T,s-ACP;

CTGGAATGC TGCGACTACG ATHHIIITTT TTTTTTTTTT TT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 62:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), V= A, G o C
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC5-T,sV-ACP;

CTGTGAATGC TGCGACTACG ATHIOTTT TTTTTTTTTT TTV

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 63:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), V= A, G o C
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC5-T,sVN-ACP;
CTGTGAATGC TGCGACTACG ATIHHOTTT TTTTTTTTTT TTVN

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 64:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP101;
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIICCG GAGGATC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 65:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP109;
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICTG CAGGACG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 66:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ACP116;

10 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICGG AGCATCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 67:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla

20 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMINTI;

15

25
TTGCACACTG TTGATTCTAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 68:

30
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

35 (C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

40 (iiiy DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMICI;

TTATTGATGG TCTCTACACA

45 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 69:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
30 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

55 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMIN2;

60 CCACTGAGTC CAACATTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 70:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
65 (A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
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(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMIC2;

CTGAAACACT TCCCACAC
10 .
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 71:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N1;

15

20

25 CCTCTGACTG CTCTTTTCAC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 72:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
35 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53Cl;

30

40
ATTGAAGTCT CATGGAAGCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 73:

45 )
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
30 (C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

3 (iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N2;
TGCTTGCCAC AGGTCTC

60 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 74:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
65 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iti) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53C2;

GCAGTGCTAG GAAAGAGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 75:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMIN1-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHITTG CACACTGTTG ATTCTAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 76:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMICI-ACP;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIITTAT TGATGGTCTC TACACA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 77:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAMIN2-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICCA CTGAGTCCAA CATTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 78:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ELAM1C2-ACP;
10

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG ATHIHICTGA AACACTTCCC ACAC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 79:

15
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
20 (C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

25 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N1-ACP;

30 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICCT CTGACTGCTC TTTTCAC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 80:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
35 (A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
40 (D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
45 (iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53C1-ACP;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIIIATTG AAGTCTCATG GAAGCC

5o (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 81:

(i) CARACT ERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
55 (B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N2-ACP;

60

65 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHITGC TTGCCACAGG TCTC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 82:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53C2-ACP;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIIIGCAC TGCTAGGAAA GAGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 83:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 41 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), N=A,G, ToCR=A0G

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-HDI;

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIIGTN CRRGTGTGGT T

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 84:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 41 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina dD,N=A,G, ToCR=A0G

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-HD2;

GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIGTN CRRGTCTGGT T

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 85:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 41 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI), N=A,G, ToCR=A0G

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: JYC2-HD3;
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GCTTGACTAC GATACTGTGC GAIIIIGTN CRRGTTTGGT T

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 86:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N;

CCTCTGACTG CTCTTTTCAC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 87

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53C-ACP;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIMATTG AAGTCTCATG GAAGCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 88:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N1A-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC AIIICCC CGCGTGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 89:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
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(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N1B-ACP;
GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIICCC CCCGTGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 90:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N2A-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIITCC CCGCGTG
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 91:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N2B-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIITCC CCCCGTG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 92:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N3A-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHICTC CCCGCGT
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 93:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N3B-ACP;

5 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIHICTC CCCCCGT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 94:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
15 (D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
20 (ili) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N4A-ACP;

10

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIHIGCT CCCCGCG

,s  (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 95:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
30 (B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N4B-ACP;

35

40 GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIHIGCT CCCCCCG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 96:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
30 (D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
3 (iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: PS3N5A-ACP;

45

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIGCT CCCCG

6 (2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 97:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
65 (B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(ili) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: P53N5B-ACP;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIIGCT CCCCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 98:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 703N;
ATTCTGATGG TGTGATTGT G

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 99:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM703C;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIIMIACCC TGGAGTAGAC GAAGA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 100:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM703-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIHIGGT ACAGGGC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 101:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM703-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHHIGGT ACCGGGC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 102:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 028N;

CCTTCTGTGC TTGATGCTTT T

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 103:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)

(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM028C;
TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIIIICAGG AAGGATGAGC ATTTAG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 104:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM028-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIITCC AAACCAA
(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 105:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
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(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM028-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIITCC AACCCAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 106:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 695N;;

AGAAAAACCA GAGGCAGCTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 107:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM695C:;

TCACAGAAGT ATGCCAAGCG AIIIITAGCA CAACCAAAG ACACAGT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 108:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM695-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIICCA TTTTAGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 109:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM695-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIICCA TTGTAGG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 110:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 679N;

CTAGCTGCAA GTGACATCTCT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 111:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM679C;

TCACAGAGTA TCCAAGCGII HITCAGTAA GAAGCCAGGA GAG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 112:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM679-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIICCA GAACTTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 113:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA; sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM679-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIICCA GACCTTT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 114:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 832N;

TTTTGGGTGG AGGCTAACAT

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 115:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM832C;

TCACAGAAGT ATGCCAGCGA HIIMMAACGA TGCAGACACC ACCA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 116:

@) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM832-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATHIIIGAC TGGTAAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 117:
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM832-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIGAC TGATAAA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 118:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: 880N;

CTTCCACCAA TACTCTTTTC C

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 119:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM880C:;

TCACAGAAGT ATGCCAGCGA TIIIGCATA CACACAAGAG GCAGA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 120:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE CADENA; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dI)

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM880-A;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIHIIIAAA GCCATAA
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID N°: 121:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA,; sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(D) OTRA INFORMACION: I = desoxiinosina (dDh

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (sintético)
(iii) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SM880-B;

GTCTACCAGG CATTCGCTTC ATIIIIIAAA GCTATAA
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