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DESCRIPCION

Método para la identificacion y la cuantificacion de cambios en la expresion de acidos nucleicos, variantes de corte y
empalme, translocacién, nimero de copias o metilacion

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para identificar y cuantificar cambios en secuencias de acidos nucleicos,
en la expresion, en variantes de corte y empalme, en la translocacion, en el nimero de copias, y/o en la metilacion
utilizando reacciones combinadas de nucleasa, de ligadura, y de la polimerasa con prevencién de arrastres.

Antecedentes de la invencion

La sangre transporta oxigeno, nutrientes, y sefiales fisiolégicas a cada célula en el cuerpo, proporcionando a la vez
simultaneamente inmunidad y proteccion contra patégenos externos. Sin embargo, la misma capacidad de la sangre
para difundir sustento permite también la diseminacion de enfermedades, ya se trate de células cancerosas se
metastatizan hacia el higado, el virus del Ebola que devasta los capilares, Streptococcus pyogenes que licua la carne,
o el VIH que elude la deteccién dentro de las propias células CD4 que estan destinadas a eliminar infecciones.

La propension universal de los patdgenos y los canceres por igual a diseminarse a través de la sangre crea también
una oportunidad para la identificacion y la deteccidon temprana -que permite a los médicos tratar y gestionar mejor los
cuidados al paciente. La evolucién de los tratamientos contra el SIDA fue paralela a mejoras en el diagnéstico de los
acidos nucleicos, a partir de los ensayos de la PCR de transcripcion inversa iniciales para proteger el suministro de
sangre de las naciones, para secuenciar variantes resistentes a farmacos, para la cuantificaciéon mediante la RT-PCR
de la carga virica para determinar la eficacia del tratamiento en el tiempo. Hasta la fecha, estos infectados no se han
curado, pero herramientas diagndsticas sofisticadas han guiado el tratamiento, las decisiones epidemiolégicas y
politicas para detener esta epidemia global.

El cancer es la causa principal de muerte en paises desarrollados y la segunda causa principal de muerte en paises
en desarrollo. El cancer se ha convertido en la actualidad en la causa principal de mortalidad en todo el mundo, con
una estimacion de 8,2 millones de fallecimientos por cancer en 2012. Se pronostica un aumento del 75 % de los casos
de cancer en todo el mundo y que lleguen a cerca de 25 millones en las dos préximas décadas. Un informe reciente
de la organizacion mundial de la salud concluye: "(La) Batalla global contra el cancer no se ganara con tratamiento
solo". (Son) necesarias de forma urgente medidas de prevencion eficaces para evitar (una) crisis de cancer". La
deteccion temprana del cancer en la sangre es el mejor medio para una prevencion eficaz. Salvara vidas al permitir
un tratamiento temprano y mejor, asi como para reducir el coste de los cuidados contra el cancer.

El plasma o el suero de un paciente con cancer contiene acidos nucleicos liberados desde células cancerosas que
experimentan procesos fisioldgicos anémalos. Estos acidos nucleicos ya han demostrado utilidad diagnéstica (Diaz y
Bardelli, J Clin Oncol 32: 579-586 (2014); Bettegowda et al., Sci Transl Med 6: 224 (2014); Newman et al., Nat Med
20: 548-554 (2014); Thierry et al., Nat Med 20: 430-435 (2014)). Una fuente adicional de acidos nucleicos esta dentro
de las células tumorales en circulacion (CTC), aunque en la etapa inicial, y una fraccion significativa de tumores
localizados envian muy pocas CTC o ninguna por ml. El plasma o suero normales contienen acidos nucleicos liberados
a partir de células normales que experimentan procesos fisiolégicos normales (es decir, secrecion de exosomas,
apoptosis). Puede producirse una liberacion adicional de acidos nucleicos en condiciones de estrés, inflamacion,
infeccion o lesion.

El desafio de desarrollar pruebas de diagndstico y de cribado fiables es distinguir aquellos marcadores derivados del
tumor que son indicadores de la enfermedad (por ejemplo, cancer en estado inicial) frente a la presencia de los mismos
marcadores que se derivan de tejido normal (que producirian sefiales falsas positivas). También hay una necesidad
de equilibrar el numero de marcadores examinados y el coste de la prueba, con la especificidad y la sensibilidad del
ensayo. La técnica de elaboracion de perfiles moleculares integrados (ARNm, metilacion, numero de copias, miARN,
mutaciones) de miles de tumores por el Consorcio del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA), ha desvelado que los
tumores colorrectales son tan diferentes entre si como lo son los de mama, préstata, u otros canceres epiteliales
(TCGA "Comprehensive Molecular Characterization of Human Colon and Rectal Cancer Nature 487: 330-337 (2014)).
Ademas, aquellos pocos marcadores que comparten en comun (por ejemplo, las mutaciones KRAS), estan también
presentes en multiples tipos de canceres, lo que dificulta la capacidad de identificar el tejido de origen. Para la
deteccion temprana del cancer, el ensayo del acido nucleico debe servir principalmente como herramienta de cribado,
requiriendo la disponibilidad de seguimiento diagndstico secundario (por ejemplo, colonoscopia para el cancer
colorrectal).

Un agravante del problema del problema bioldgico es la necesidad de cuantificar de forma fiable la mutacion, la
metilacion del promotor, o el nimero de copias del ADN o el ARN a partir de bien un nimero muy pequefio de células
iniciales (es decir, de CTC), o cuando la sefial del cancer procede de ADN exento de células (ADNIf) en la sangre y
diluido en un exceso de acido nucleico que procede de células normales, o liberadas inadvertidamente desde células
sanguineas normales durante el procesamiento de la muestra (Mateo et al., Genome Biol 15: 448 (2014)).
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De forma analoga, un problema analogo de identificar dianas raras es el que surge cuando se usan técnicas basadas
en acidos nucleicos para detectar enfermedades infecciosas directamente en la sangre. En resumen, bien el patdgeno
puede estar presente en 1 o menos unidades formadoras de colonias (ufc)/ml, y/o hay muchos patégenos potenciales
y variaciones de la secuencia responsables de la virulencia o la resistencia a los farmacos. Si bien estos problemas
se ilustran para el cancer, se reconoce que las soluciones son igualmente aplicables a enfermedades infecciosas.

Un continuum de necesidades diagndsticas requiere un continuum de pruebas diagnésticas.

La mayoria de esfuerzos diagnésticos moleculares actuales en el cancer se han centrado en: (i) el prondstico y la
genodmica predictiva, por ejemplo, identificar mutaciones heredadas en genes con predisposicion al cancer, tales como
BrCA1, BrCA2, (Ford et al. Am J Hum Genet 62: 676-689 (1998)) (ii) tratamiento individualizado, por ejemplo,
mutaciones en el gen de EGFR que guian una medicina personalizada (Sequist y Lynch, Ann Rev Med, 59: 429-442
(2008), y (iii) vigilancia de la reaparicion, por ejemplo, deteccion de mutaciones KRAS emergentes en pacientes que
desarrollan resistencia a los tratamientos farmacologicos (Hiley et al., Genome Biol 15: 453 (2014); Amado et al., J
Clin Oncol 26: 1626-1634 (2008)). No obstante, esto pierde grandes oportunidades en el continuum del diagnostico
molecular del cancer: (i) cribado mas frecuente de aquellos con antecedentes familiares, (ii) cribado para la deteccion
de la enfermedad inicial, y (iii) eficacia del tratamiento de vigilancia. Para abordar estas tres necesidades insatisfechas,
se propone en el presente documento una nueva métrica para la deteccion basada en sangre denominada "carga de
marcadores del cancer", analoga a la carga virica.

La secuenciacion del ADN proporciona la capacidad en Ultima instancia de distinguir todos los cambios del acido
nucleico asociados a la enfermedad. Sin embargo, el proceso sigue necesitando multiples muestras iniciales y la
preparacion de moldes, y no es siempre econdmico. Las micromatrices de ADN pueden proporcionar informacion
sustancial acerca de multiples variantes de secuencias, tales como las SNP o diferentes niveles de expresion de ARN
y son menos costosas que la secuenciacion; sin embargo, son menos adecuadas para obtener resultados muy
cuantitativos, ni para detectar mutaciones de baja abundancia. En otra parte del espectro se encuentra la reaccion
TagMan™, que proporciona la cuantificacion en tiempo real de un gen conocido, pero es menos adecuada para
distinguir variantes de secuencia multiples o mutaciones de abundancia baja.

Es fundamental hacer coincidir cada necesidad de diagndstico no satisfecha con la prueba de diagndstico adecuada
-una que combine las metas divergentes de conseguir alta sensibilidad (es decir, pocos falsos negativos) y alta
especificidad (es decir, pocos falsos positivos) a un coste bajo. Por ejemplo, la secuenciacion directa de exones EGFR
procedentes de una biopsia tumoral para determinar el tratamiento del cancer de pulmén no microcitico (NSCLC) es
significativamente mas fiable y eficaz que el disefio de sondas TagMan™ para las aproximadamente 180 mutaciones
conocidas cuya respuesta a los farmacos esta ya catalogada (Jia et al. Genome Res 23: 1434-1445 (2013)). La técnica
mas sensible para detectar mutaciones puntuales, BEAMing (Dressman et al., Proc Natl Acad Sci USA 100: 8817-
8822 (2003)), se basa en el conocimiento previo de dichas mutaciones para buscarlas y, por tanto, es mas adecuada
para vigilar la reaparicion de la enfermedad en lugar de para la deteccion temprana. Igualmente, para vigilar los niveles
en sangre de translocaciones Bcr-Abl cuando se tratan pacientes de LMC con Gleevec (Jabbour et al., Cancer 112:
2112-2118 (2008)), un sencillo ensayo de la PCR cuantitativa con transcripcion inversa PCR es mucho mas preferible
que secuenciar el ADN genémico completo en 1 ml de sangre (9 millones de células x 3 GB = 27 millones de Gb de
datos en bruto).

La secuenciacion de 2,1 Gb de todos y cada uno de los ADN exentos de células (ADNIc) aislados de pacientes de
NSCLC se ha usado para proporcionar una cobertura de 10.000 veces en 125 kb de ADN dirigido (Kandoth et al.
Nature 502: 333-339 (2013)). Esta estrategia identific6 correctamente las mutaciones presentes en tumores
emparejados, aunque solo se cubrieron un 50 % de tumores en estadio 1. Esta estrategia ha sido prometedora para
el NSCLC, donde las muestras tienen en promedio de 5 a 20 mutaciones/Mb, sin embargo, no seria econémica para
otros canceres tales como el cancer de mama y ovario, que tienen en promedio menos de 1 a 2 mutaciones por Mb.
Las actuales etapas de ligadura inicial, amplificacion, y/o captura requeridas para una secuenciacion profunda dirigida
muy fiable son ain mas complejas que los ensayos de PCR-TagMan™ o PCR-LDR multiplexados.

Un analisis de datos integral de aproximadamente 600 muestras de cancer colorrectal que tiene en cuenta la
heterogeneidad del tumor, las agrupaciones de tumores y los falsos positivos biolégicos/técnicos que varian de 3 % a
10 % por marcador individual mostré que el cribado de deteccion temprana 6ptima para el cancer colorrectal requeriria
al menos 5 a 6 marcadores positivos ademas de los 24 marcadores probados (Bacolod et al. Cancer Res 69:723-727
(2009); Tsafrir et al. Cancer Res 66: 2129-2137 (2006), Weinstein et al., Nat Genet 45: 1113-1120 (2013); Navin N.E.
Genome Biol 15: 452 (2014); Hiley et al., Genome Biol 15: 453 (2014)); Esserman et al. Lancet Oncol 15: €234-242
(2014)). Ademas, la distribucion de marcadores esta sesgada en diferentes clados tumorales, por ejemplo, algunos
tumores estan fuertemente metilados, mientras que otros estan apenas metilados, y son indistinguibles de la metilacion
relacionada con la edad del tejido adyacente. Por consiguiente, se necesita una estrategia multidimensional que utilice
combinaciones de 3-5 conjuntos de marcadores de mutaciones, metilacion, miARN, ARNm, variacion de copias, corte
y empalme alternativo o translocacion para obtener suficiente cobertura de todos los diferentes clados tumorales. De
forma analoga a un cribado prenatal no invasivo para la trisomia, basado en secuenciacion o en realizar la deteccion
de ligaduras en fragmentos aleatorios de ADNIc (Benn et al., Ultrasound Obstet Gynecol. 42(1):15-33 (2013); Chiu et



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784342 T3

al., Proc Natl Acad Sci U S A 105: 20458 - 20463 (2008); Juneau et al., Fetal Diagn Ther. 36(4) (2014)), los marcadores
reales puntuados en el cribado de un cancer son secundarios para una cuantificacion fiable de aquellos marcadores
positivos en el plasma.

Desafios técnicos del desarrollo de pruebas para el diagnéstico del cancer.

Las pruebas diagndsticas destinadas a encontrar secuencias mutantes muy raras o de abundancia baja se enfrentan
a potenciales sefales de falsos positivos que surgen de: (i) un error de la polimerasa en la replicacion de dianas
naturales, (ii) un error en la secuenciacion del ADN, (iii) una ligadura incorrecta de la diana natural, (iv) un producto de
la PCR independiente de diana, y (iv) contaminacioén por arrastre de productos de la PCR que proceden de una muestra
positiva previa. Las profundas implicaciones clinicas del resultado de una prueba positiva cuando se realiza un cribado
del cancer exigen que dicha prueba utilice todos los medios posibles para eliminar virtualmente los falsos positivos.

Fundamental para el concepto de deteccién de acidos nucleicos es la amplificacion o purificacion selectiva de los
marcadores especificos de cancer deseados sin confundirlos con los mismos marcadores o marcadores muy similares
procedentes de células normales. Estas estrategias incluyen: (i) multiples regiones de unién a cebadores para la
amplificacion y deteccion ortogonal, (ii) seleccion por afinidad de las CTC o exosomas, Yy (iii) dilucion espacial de la
muestra.

Se ha demostrado anteriormente el éxito de la PCR-LDR, que utiliza 4 regiones de union a cebadores para asegurar
la sensibilidad y la especificidad. Las regiones deseadas se amplifican usando parejas o incluso parejas en tandem
de cebadores de la PCR, seguido por parejas ortogonales de cebadores de la LDR anidados para la deteccion. Una
ventaja de utilizar PCR-LDR es la capacidad de llevar a cabo una amplificacion de la PCR proporcional de multiples
fragmentos para enriquecer dianas con bajo nimero de copias y, a continuacion, usar la LDR cuantitativa para
identificar directamente mutaciones especificas de cancer. Biofire/bioMerieux ha desarrollado una tecnologia similar
denominada "matriz de pelicula"; en la que los productos iniciales de reaccion de la PCR multiplexada se redistribuyen
en pocillos individuales y, a continuacion, se realiza una PCR en tiempo real anidada con deteccion mediante el
colorante SYBR Green.

Se ha demostrado la purificacion por afinidad de las CTC mediante el uso de anticuerpos o aptameros (Adams et al.,
J Am Chem Soc 130: 8633-8641 (2008); Dharmasiri et al., Electrophoresis 30: 3289-3300 (2009); Soper et al. Biosens
Bioelectron 21: 1932-1942 (2006)). Se ha notificado en la bibliografia la captura por afinidad de péptidos de exosomas.
El enriquecimiento de estas fracciones especificas de tumor procedentes de la sangre permite la cuantificacion del
numero de copias, asi como simplificar los ensayos de cribado y verificacion.

La ultima estrategia, la dilucion espacial de la muestra, se emplea en la PCR digital, asi como su prima cercana
conocida como BEAMing (Vogelstein y Kinzler, Proc Natl Acad Sci U S A. 96(16):9236-41 (1999); Dressman et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 100: 8817-8822 (2003)). El fundamento de la PCR digital es superar el limite de discriminacion
enzimatica cuando la muestra comprende muy pocas moléculas diana que contienen una mutacién conocida en un
exceso de 1.000 a 10.000 veces de ADN natural. Al diluir el ADN de entrada en 20.000 o mas goticulas o perlas para
distribuir menos de una molécula de diana por goticula, el ADN puede amplificarse mediante la PCR, y a continuacion
detectarse mediante reaccion de hibridaciéon de sondas o TagMan™, proporcionando en esencia una puntuacion 0/1
digital. La estrategia es actualmente la mas sensible para descubrir mutaciones puntuales en plasma, pero requiere
un conocimiento previo de las mutaciones a puntuar, asi como una dilucion digital diferente para cada mutacion, que
agotaria la muestra completa para puntuar solamente unas pocas mutaciones.

PCR en tiempo real e instrumentacion microfluidica

Se han disefiado numerosos ensayos/microdispositivos fabricados de la PCR para la deteccién rapida de patdogenos
y translocaciones y mutaciones asociadas a enfermedad. Cada combinacién de ensayo/hardware tiene fortalezas
concretas, pero cuando se combinan con el problema real de los marcadores multidimensionales y multiplexados
requeridos para la deteccién del cancer, la flexibilidad de la PCR-LDR con microfluidos proporciona determinadas
ventajas.

La instrumentacion, el disefio del ensayo y la arquitectura microfluidica deben integrarse perfectamente. Cierta
instrumentacién de la PCR utiliza fluorescencia en tiempo real o fluorescencia de punto final para cuantificar las
moléculas iniciales de molde en camaras de ciclacion, pocillos o goticulas para diferentes temperaturas. Pero otro tipo
de instrumentacion comprende placas de microfluidos direccionables para la deteccion de la PCR en tiempo real. Sin
embargo, el alto coste de los instrumentos y los consumibles ha limitado el uso generalizado de estas maquinas para
aplicaciones clinicas.

En una arquitectura diferente, denominada PCR de flujo continuo, la mezcla de reaccidon se mueve a través de canales
que estan cuidadosamente dispuestos en un modelo de radiador, y fluye sobre elementos de calentamiento que estan
a temperaturas fijas. Esta arquitectura permite que la reaccion de amplificacion total se complete en unos pocos
minutos, y es ideal para la separacion y la lectura de capilares. Para las reacciones de deteccion de la ligasa, la lectura
puede conseguirse aprovechando la LDR-FRET o la deteccion electronica. En la LDR-FRET, un cebador tiene un
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grupo donante, el otro tiene un grupo aceptor, y tras la ligadura forman una horquilla. Esto permite el recuento de los
eventos de ligadura individuales para obtener lecturas muy cuantitativas del numero de copias del ADN de entrada.
Como alternativa, agregando nanoparticulas de oro a cada cebador, el producto de ligadura contendra dos
nanoparticulas, y estas pueden distinguirse usando la lectura electrénica.

Al tener en cuenta los diversos grados de automatizacion, la estrategia descrita en el presente documento se guia por
los principios de "modularidad" y "escalabilidad". En primer lugar, el proceso debe separarse en etapas modulares que
pueden optimizarse inicialmente en instrumentos diferentes. Por ejemplo, el dispositivo puede estar comprendido por
un primer médulo para la purificacion del ADN a partir de ADNIc plasmatico, asi como ARN procedente de exosomas,
un segundo modulo para la transcripcion inversa multiplexada y/o la amplificacion limitada de diversas dianas, y un
tercer moédulo para generar y detectar productos de ligadura. Dicha arquitectura modular permite la distribucion en
modulos mejorados que se actualizan al ritmo de los desarrollos tecnolégicos. Para que la estrategia de modularidad
funcione, es fundamental que los productos de un médulo puedan moverse sin problemas hasta el siguiente médulo,
sin fugas y sin preocuparse por la contaminacién cruzada.

Segundo, el disefio modular debe ser adecuado para su fabricacion escalable en altos volimenes a costes bajos.
Deben tenerse en consideracion los costes de fabricacion y cémo los cebadores/reactivos/muestras se depositan en
el dispositivo.

La presente divulgacion se dirige a superar estas y otras deficiencias de la técnica.
Sumario de la invencion

La invencién es como se define en las reivindicaciones. La divulgacién proporciona un método para identificar, en una
muestra, una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de
las secuencias de nucledtidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante
uno o mas nucledtidos, uno o mas numeros de copias, una 0 mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos
metilados. Este método implica proporcionar una muestra que contiene potencialmente una o mas moléculas de acidos
nucleicos que contienen la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucledtidos de otras
moléculas de acidos nucleicos en uno o mas nucledtidos, uno o0 mas ndmeros de copias, una 0 mas secuencias de
transcritos, y/o uno o mas restos metilados, y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la muestra. Se proporcionan uno o
mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de
oligonucledtidos primarios (a) un primer cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de
nucleotidos que es complementaria de una secuencia adyacente a la secuencia de nucledtidos diana, y (b) un segundo
cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una
parte de un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonuclétidos primario. La muestra puesta
en contacto se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos primarios, una mezcla de
desoxinucleotidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccion en cadena de la
polimerasa, y la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa se someta a uno o mas ciclos de reaccion en
cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento de hibridaciéon y un
tratamiento de extensién, formando asi productos de extension primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos
diana o un complemento de la misma. El método implica ademas combinar los productos de extensiéon primaria con
una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccién de ligadura.
Cada conjunto de sondas de oligonucleotidos comprende (a) una primera sonda de oligonucledtido que tiene un
porcién especifica de la secuencia de nucleétidos diana, y (b) una segunda sonda de oligonucledtido que tiene un
porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana, y en el que la primera y segunda sondas de oligonucleétidos
de un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre una secuencia de
nucledtidos diana complementaria de un producto de extensién primario. Las primera y segunda sondas de
oligonucleodtidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias de
producto ligadas en la mezcla de la reaccion de ligadura, y las secuencias de producto ligadas de las muestras se
detectan y se distinguen para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen
secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos nucleicos
de la muestra en uno o mas nucleétidos, uno o mas niumeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o uno
0 mas restos metilados.

Un primer aspecto de la presente invencion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas
moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de
nucledtidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas
nucleétidos, uno o mas numeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados. Este
método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen
potencialmente la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleotidos de otras moléculas de
acidos nucleicos en uno o mas nucleotidos, uno o0 mas numeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o
uno o mas restos metilados. El método implica adicionalmente proporcionar una o mas enzimas capaces de digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la muestra, y proporcionar uno o
mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de
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oligonucledtidos primarios (a) un primer cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de
nucledtidos que es complementaria de una secuencia adyacente a la secuencia de nucleétidos diana y (b) un segundo
cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una
parte de un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonuclétidos primario. La muestra se
combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos primarios, la una o mas enzimas capaces de
digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) en la muestra, una mezcla de
desoxinucleotidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccion en cadena de la
polimerasa. La mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa se somete a condiciones adecuadas para digerir las
moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccidon en cadena de
la polimerasa, y durante uno o mas ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extensién, formando asi productos de extension
primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma. El método implica
ademas combinar los productos de extension primaria con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de
oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, en el que cada conjunto de sondas de
oligonucleotidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleotidos que tiene un porcién especifica del cebador en
5"y una porcién especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 3, y (b) una segunda sonda d oligonucleétidos
que tiene un porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 5' y una porcién especifica del cebador en 3.
La primera y segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas se configuran para hibridarse, de forma
especifica de la base, sobre una secuencia de nucleétidos diana complementaria de un producto de extension primario.
La mezcla de la reaccion de ligadura se somete a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura en los que la primera y la
segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para
formar secuencias de productos ligadas en la mezcla de la reaccion de ligadura, donde cada secuencia de producto
ligada comprende una porcién especifica del cebador en 5', las porciones especificas de la diana, y la porcion
especifica del cebador en 3'. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucledtidos secundarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucleétidos secundarios (a) un
cebador de oligonucleétidos secundario que comprende la misma secuencia de nucleétidos que la porcion especifica
del cebador en 5' de la secuencia del producto ligado y (b) un segundo cebador de oligonucleétidos secundario que
comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de la porcidon especifica del cebador en 3' de la
secuencia del producto ligada, y combinar las secuencias del producto ligadas, el uno o mas conjuntos de cebadores
de oligonucleodtidos secundarios, la una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que
contienen desoxiuracilo (dU), una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar
una segunda mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa. La segunda mezcla de la reacciéon en cadena de la
polimerasa se somete a condiciones adecuadas para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen
desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa, y en uno o mas ciclos de reaccion
en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacion y un
tratamiento de extension, formando de esta manera productos de extensién secundarios. Los productos de extension
secundarios se detectan y distinguen en la muestra para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos
nucleicos que contienen secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias de nucleétidos en otras
moléculas de acidos nucleicos de la muestra en uno o mas nucleétidos, uno o mas nimeros de copias, una o mas
secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados.

Un segundo aspecto de la presente invencion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas
moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de
nucledtidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas
nucleétidos, uno o mas numeros de copias, una 0 mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados. Este
método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen
potencialmente la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de
acidos nucleicos en uno o mas nucleoétidos, uno o0 mas niumeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o
uno o mas restos metilados; proporcionando una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos
que contienen desoxiuracilo (dU) en la muestra; y proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos
primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios (a) un primer cebador de
oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una secuencia
adyacente a la secuencia de nucleétidos diana y (b) un segundo cebador de oligonuclétidos primario que comprende
una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una parte de un producto de extensién formado a partir del
primer cebador de oligonuclétidos primario. EI método implica ademas combinar la muestra, el uno o mas conjuntos
de cebadores de oligonucleétidos primarios, la una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos
nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) en la muestra, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP, y una
ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa. La mezcla de la reaccién en
cadena de la polimerasa se somete a condiciones adecuadas para digerir las moléculas de acidos nucleicos que
contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa, y durante uno o mas
ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento
de hibridaciéon y un tratamiento de extensién, formando asi productos de extension primarios que comprenden la
secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma. Los productos de extension primarios se combinan
con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura,
en el que cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleétidos que
tiene un porcién en 5' y una porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d
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oligonucledtidos que tiene un porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 5' y una porcion en 3', en la
que la porcién en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos del conjunto de sondas es complementaria de una porcion
de la porcién en 3' de la segunda sonda de oligonucleétidos, donde una sonda del conjunto de sondas comprende un
resto generador de sefal detectable, y donde la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de
sondas estan configuradas para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre una secuencia de nucleétidos diana
complementaria de un producto de extension primario. El método implica ademas someter la mezcla de la reaccion
de ligadura a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, mediante el cual la primera y la segunda sondas de
oligonucleotidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias de
producto ligadas en la mezcla de reaccién de ligadura donde cada secuencia de producto ligada comprende la porcién
en 5', las porciones especificas diana, la porcién en 3'y el resto generador de sefial detectable. La porcion en 5' de la
secuencia del producto ligada se hibrida con su porcién en 3' complementaria y se detecta la sefial procedente del
resto generador de sefial detectable que se produce tras dicha hibridacion. Las secuencias de producto ligadas se
distinguen en la muestra basandose en dicha deteccion para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos
nucleicos que contienen secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias de nucleétidos en otras
moléculas de acidos nucleicos de la muestra en uno o mas nucleétidos, uno o mas nimeros de copias, una o mas
secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras
moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas restos metilados. Este método
implica proporcionar una muestra que contiene potencialmente una o mas moléculas de acidos nucleicos que
comprenden la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos en otras moléculas de
acidos nucleicos en uno o mas restos metilados y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de
digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la muestra. El método implica
ademas poner en contacto la muestra con una o mas enzimas sensibles a la metilacion para formar una mezcla de
reaccion con la enzima de restriccion, en la que la una o mas enzimas sensibles a la metilacién escinden las moléculas
de acidos nucleicos de la muestra que contienen uno o mas restos sin metilar en al menos una secuencia de
reconocimiento de la enzima sensible a la metilacién. Se proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucleétidos primario (a) un primer
cebador de oligonucledtidos primario que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de una
region de la secuencia de nucledtidos diana que esta en direccion 5' del uno o mas restos metilados y (b) un segundo
cebador de oligonucleétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es la misma que una regién
de la secuencia de nucledétidos diana que esta en direccion 3' del uno o mas restos metilados. La mezcla de reacciéon
con la enzima de restriccion se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, una
mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de reaccion en cadena
de la polimerasa primaria. EI método implica ademas someter la mezcla de reacciéon en cadena de la polimerasa
primaria a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extensién, formando asi productos de extension
primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma. Se proporcionan uno o
mas conjuntos de cebadores de oligonucleotidos secundarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de
oligonucledtidos secundarios un primer y un segundo cebador de oligonucleétidos anidado que puede hibridarse con
los productos de extension primarios. Los productos de extension primarios se combinan con el uno o mas conjuntos
de cebadores de oligonucledtidos secundarios, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP, y una ADN
polimerasa para formar una mezcla de la reacciéon en cadena de la polimerasa secundaria, y la mezcla de la reaccion
en cadena de la polimerasa secundaria se somete a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que
comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extension,
formando de esta manera productos de extensién secundarios. Los productos de extensién secundarios de la muestra
se detectan y distinguen para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen
secuencias de nucledtidos diana que difieren de las secuencias de nucleétidos en otras moléculas de acidos nucleicos
de la muestra en uno o mas restos metilados.

La divulgacién proporciona también un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a
corte y empalme alternativo, un transcrito alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion
alternativa, una secuencia no de codificacion alternativa, una insercién de exén, una delecién de exoén, una insercion
de intrén, translocacion, una mutacion u otra redisposicion genémica. Este método implica proporcionar una muestra
que contiene potencialmente una o mas moléculas de acidos ribonucleicos diana que contienen una secuencia que
difiere de otras moléculas de acidos ribonucleicos y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de
digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen dU presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas
cebadores de oligonucleotidos, siendo cada cebador complementario de la una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos diana. La muestra contactada se combina con el uno o mas cebadores de oligonucleétidos y una
transcriptasa inversa para formar una mezcla de transcripcion inversa y se generan moléculas de acidos
desoxirribonucleicos complementarias (ADNc) en la mezcla de transcripcion inversa. Cada molécula de ADNc
comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de la secuencia de una molécula de acido
ribonucleico diana y contiene dU. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucleostidos, comprendiendo cada conjunto de cebador (a) un primer cebador de oligonucleétidos que comprende
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una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de una secuencia de nucleétidos de ADNc
adyacente al complemento de la secuencia de la molécula de acido ribonucleico diana del ADNc, y (b) un segundo
cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de
un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonucleétidos. La mezcla de transcripcion inversa
que contiene las moléculas de ADNc se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos y una
polimerasa para formar una mezcla de reaccion de la polimerasa, y la mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa
se somete a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando de esta manera uno o mas
productos de extension primarios diferentes. EI método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de sondas
de oligonucledtidos. Cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera sonda de
oligonucledtidos que tiene un porcion especifica de la secuencia diana, y (b) una segunda sonda de oligonucleétidos
que tiene un porcion especifica de la secuencia diana, en el que la primera y segunda sondas de oligonucledtidos de
un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre una porcién complementaria
de un producto de extensién primario que corresponde a la secuencia de la molécula de acido ribonucleico diana. Los
productos de extension primarios se ponen en contacto con una ligasa y el uno o mas conjuntos de sondas de
oligonucleotidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura y la primera y la segunda sondas del uno o mas
conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias del producto ligadas en la mezcla
de reaccion de la ligasa. Las secuencias de producto ligadas de la muestra se detectan y distinguen identificando de
esta forma la presencia de una o mas moléculas de acidos ribonucleicos diana que difieren en la secuencia de otras
moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a un corte y empalme alternativo, un transcrito alternativo, un
sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion alternativa, una secuencia no de codificacién alternativa, una
insercion de exodn, una delecién de exdn, una insercién de intrén, translocacion, mutaciones, u otra redisposicion
gendmica.

La divulgacién proporciona también un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a
corte y empalme alternativo, un transcrito alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion
alternativa, una secuencia no de codificacion alternativa, una insercién de exoén, una delecién de exoén, una insercion
de intrén, translocacion, una mutacion u otra redisposicion genémica. Este método implica proporcionar una muestra
que contiene una o mas moléculas de acidos ribonucleicos diana que potencialmente difieren en su secuencia de otras
moléculas de acidos ribonucleicos, y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir
moléculas de acidos nucleicos que contienen dU presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas cebadores de
oligonucledtidos, siendo cada cebador complementario de la una o mas moléculas de acidos ribonucleicos diana, y la
muestra contactada se mezcla con el uno o mas cebadores de oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucleétidos que
incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una mezcla de transcripcion inversa. En la mezcla de
transcripcion inversa se generan moléculas de acidos desoxirribonucleicos complementarias (ADNc), comprendiendo
cada molécula de ADNc una secuencia de nucleétidos que es complementaria de la secuencia de la molécula de acido
ribonucleico diana y contiene dU. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucleostidos, comprendiendo cada conjunto de cebador (a) un primer cebador de oligonucleétidos que comprende
una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de una secuencia de nucleétidos de ADNc
adyacente al complemento de la secuencia de la molécula de acido ribonucleico diana del ADNc, y (b) un segundo
cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de
un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonucleétidos. La mezcla de transcripcion inversa
que contiene las moléculas de ADNc se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos, una
mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP y una polimerasa para formar una mezcla de la reaccion de la
polimerasa, y la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa se someta a uno o mas ciclos de reaccion en
cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento de hibridaciéon y un
tratamiento de extension, formando de esta manera uno o mas productos de extension primarios diferentes. El método
implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos, comprendiendo cada conjunto de
sondas (a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene una porcion especifica del cebador en 5' y una porcién
especifica de la secuencia diana en 3', y (b) una segunda sonda de oligonucleétidos que tiene una porcién especifica
de la secuencia diana en 5' y una porcion especifica del cebador en 3', donde la primera y segunda sondas de
oligonucledtidos de un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre
porciones complementarias de un producto de extensién primario que corresponde la secuencia de la molécula de
acido ribonucleico diana. Los productos de extension primarios se ponen en contacto con una ligasa y el uno o mas
conjuntos de sondas de oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, y la mezcla de la reaccion
de ligadura se somete a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura mediante lo cual la primera y la segunda sondas del
uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias del producto ligadas en
la mezcla de reaccion de la ligasa, donde cada secuencia del producto ligada comprende la porcién especifica del
cebador en 5', las porciones especificas de la diana, y la porcion especifica del cebador en 3'. El método implica
ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos secundarios, comprendiendo cada
conjunto de cebadores de oligonucleétidos secundarios (a) un cebador de oligonucleétidos secundario que comprende
la misma secuencia de nucleétidos que la porcién especifica del cebador en 5' de la secuencia del producto ligado y
(b) un segundo cebador de oligonucledtidos secundario que comprende una secuencia de nucleédtidos que es
complementaria de la porcion especifica del cebador en 3' de la secuencia del producto ligada, y combinar las
secuencias del producto ligadas, el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos secundarios con una o
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mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU), una mezcla de
desoxinucledtidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una segunda mezcla de reaccién en cadena
de la polimerasa. La segunda mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa se somete a condiciones adecuadas
para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccion
en cadena de la polimerasa, y en uno o mas ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa que comprenden un
tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extensién, formando de esta
manera productos de extension secundarios. Los productos de extension secundarios se detectan y distinguen
identificando de esta forma la presencia de una o mas moléculas de acidos ribonucleicos que difieren en la secuencia
de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a un corte y empalme alternativo, un transcrito
alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion alternativa, una secuencia no de codificacion
alternativa, una insercion de exdén, una delecién de exdn, una insercidon de intrén, translocacion, una mutacién u otra
redisposicion genémica.

La divulgacién proporciona también un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a
corte y empalme alternativo, un transcrito alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion
alternativa, una secuencia no de codificacion alternativa, una insercion de exén, una delecion de exén, una insercion
de intrén, translocacion, una mutacioén u otra redisposicion gendmica. Este método implica proporcionar una muestra
que contiene una o mas moléculas de acidos ribonucleicos diana que potencialmente difieren en su secuencia de otras
moléculas de acidos ribonucleicos, y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir
moléculas de acidos nucleicos que contienen dU presentes en la muestra. El método implica ademas proporcionar
uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos, siendo cada cebador complementario de la una o mas
moléculas de acidos ribonucleicos diana, y combinar la muestra contactada, el uno o mas cebadores de
oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucleotidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una
mezcla de transcripcion inversa. En la mezcla de transcripcion inversa se generan moléculas de acidos
desoxirribonucleicos complementarias (ADNc), comprendiendo cada molécula de ADNc una secuencia de nucleotidos
que es complementaria de la secuencia de la molécula de acido ribonucleico diana y contiene dU. El método implica
ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos, comprendiendo cada conjunto de
cebador (a) un primer cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es
complementaria de una porcion de una secuencia de nucleétidos de ADNc adyacente al complemento de la secuencia
de la molécula de acido ribonucleico diana del ADNc, y (b) un segundo cebador de oligonucleétidos que comprende
una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de un producto de extension formado a partir
del primer cebador de oligonucleétidos. La mezcla de transcripcion inversa que contiene las moléculas de ADNc se
combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye
dUTP y una polimerasa para formar una mezcla de la reaccion de la polimerasa, y la mezcla de la reaccién en cadena
de la polimerasa se someta a uno o mas ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento
de desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando de esta manera uno o
mas productos de extension primarios diferentes. EI método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de
sondas de oligonucledtidos, comprendiendo cada conjunto de sondas (a) una primera sonda de oligonucledtidos que
tiene un porcién en 5' y una porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d
oligonucledtidos que tiene un porcién especifica de la secuencia de nucledtidos diana en 5' y una porcion en 3', en la
que la porcién en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos del conjunto de sondas es complementaria de una porcion
de la porcién en 3' de la segunda sonda de oligonucleétidos, donde una sonda del conjunto de sondas comprende un
resto generador de sefal detectable, y donde la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de
sondas estan configuradas para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre porciones complementarias de un
producto de extensiéon primario que corresponde la secuencia de la molécula de acido ribonucleico diana. Los
productos de extension primarios se ponen en contacto con una ligasa y el uno o mas conjuntos de sondas de
oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, y la mezcla de la reaccion de ligadura se somete
a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura mediante lo cual la primera y la segunda sondas del uno o mas conjuntos
de sondas de oligonucledtidos se ligan entre si para formar secuencias del producto ligadas en la mezcla de reaccion
de la ligasa, donde cada secuencia del producto ligada comprende la porcion en 5', las porciones especificas diana,
la porcién en 3'y el resto generador de sefial detectable. La porcién en 5' de la secuencia del producto ligada se hibrida
con su porcién en 3' complementaria y se detecta la sefial procedente del resto generador de sefial detectable que se
produce tras dicha hibridacion. Las secuencias del producto ligadas de la muestra se detectan basandose en dicha
deteccion para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos ribonucleicos que difieren en la secuencia
de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a un corte y empalme alternativo, un transcrito
alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion alternativa, una secuencia no de codificacion
alternativa, una insercién de exon, una delecion de exén, una inserciéon de intrén, translocacion, una mutacién u otra
redisposicion genémica.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN diana que
difieren potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases, y poner en
contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de moléculas de acidos nucleicos que contienen dU
potencialmente presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos,
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comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucledtidos que tiene una porcion en
horquilla en 5', un grupo bloqueante, una porcion interna especifica del cebador en la region del bucle, y una porcion
de la secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de una porcién en 3' de la secuencia de la molécula del
miARN diana, (b) un segundo cebador de oligonucleétidos que tiene una porcién de la secuencia de nucleotidos en 3'
que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la secuencia de la molécula del miARN diana, y una
porcion especifica del cebador en 5', (c) un tercer cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de
nucleodtidos que es la misma que la porcion interna especifica del cebador del primer cebador de oligonucleétidos, y
(d) un cuarto cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es la misma que la porcion
del cebador en 5' del segundo cebador de oligonucleétidos. La muestra contactada se mezcla con el uno o mas
primeros cebadores de oligonucledtidos de un conjunto de cebadores, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye
dUTP y una transcriptasa inversa para formar una mezcla de reaccion de transcripcion inversa. El primer cebador de
oligonucledtidos se hibrida con la secuencia de la molécula de miARN diana, si esta presente en la muestra, y la
transcriptasa inversa extiende el extremo 3' del primer cebador de oligonucledtidos hibridado para generar un primer
cebador de oligonucledtidos extendido que comprende el complemento de la secuencia de la molécula de miARN
diana. El método implica ademas combinar la mezcla de reaccion de la transcripcion inversa con el segundo, el tercero,
y el cuarto cebador de oligonucledtidos del conjunto de cebadores para formar una mezcla de reaccion de la
polimerasa en condiciones eficaces para que el uno o mas segundos cebadores de oligonucledtidos de un conjunto
de cebadores se hibride con la region del primer cebador de oligonucleétidos extendido que comprende el
complemento de la secuencia de la molécula de miARN diana y que se extienda para generar un producto de extension
primario que comprende la porcién especifica del cebador en 5', una secuencia de nucleétidos que corresponde a la
secuencia de la molécula de miARN diana, y el complemento de la porcion interna especifica del cebador. La mezcla
de reaccion en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que
comprenden un tratamiento de desnaturalizaciéon, un tratamiento de hibridacién, y un tratamiento de extension,
formando de esta manera una pluralidad de productos de extensién primarios. El método implica ademas combinar la
pluralidad de productos de extensién primarios con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos
para formar una mezcla de la reaccién de ligadura. Cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una
primera sonda de oligonucleotidos que tiene una porcion especifica de la secuencia diana y (b) una segunda sonda
de oligonucledtidos que tiene un porcién especifica de secuencia y una porcion complementaria de un producto de
extension primario, en el que la primera y segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas se configura
para hibridarse, de una forma especifica de la base en porciones complementarias de un producto de extensién
primario que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana. Las primera y segunda sondas de
oligonucleodtidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias de
producto ligadas en la mezcla de la reaccion de ligadura, y las secuencias de producto ligadas de las muestras se
detectan y se distinguen para identificar de esta forma una o mas moléculas de miARN diana que difieren de las
secuencias de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN diana que
difieren potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases, y poner en
contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de moléculas de acidos nucleicos que contienen dU
potencialmente presentes en la muestra. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores
de oligonucleétidos, comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucleétidos que tiene
una porcion en horquilla en 5', un grupo bloqueante, una porcién interna especifica del cebador en la region del bucle,
y una porcion de la secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de una porcion en 3' de la secuencia de la
molécula del miARN diana, (b) un segundo cebador de oligonucleétidos que tiene una porcidon de la secuencia de
nucledtidos en 3' que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la secuencia de la molécula del miARN
diana, y una porcion especifica del cebador en 5', (c) un tercer cebador de oligonucleétidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que es la misma que la porcién interna especifica del cebador del primer cebador de
oligonucledtidos, y (d) un cuarto cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es la
misma que la porcion del cebador en 5' del segundo cebador de oligonucleétidos. La muestra contactada se mezcla
con el uno o mas primeros cebadores de oligonucleétidos de un conjunto de cebadores, una mezcla de
desoxinucledtidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una mezcla de reaccion de transcripcion
inversa donde el primer cebador de oligonucledtidos se hibrida con la secuencia de la molécula de miARN diana, si
esta presente en la muestra, y la transcriptasa inversa extiende el extremo 3' del primer cebador de oligonucleétidos
hibridado para generar un primer cebador de oligonucledtidos extendido que comprende el complemento de la
secuencia de la molécula de miARN diana. La mezcla de reaccién de la transcripcién inversa se mezcla con el
segundo, el tercero, y el cuarto cebador de oligonucleétidos del conjunto de cebadores para formar una mezcla de
reaccion de la polimerasa en condiciones eficaces para que el uno o mas segundos cebadores de oligonucledtidos de
un conjunto de cebadores se hibride con la region del primer cebador de oligonucleétidos extendido que comprende
el complemento de la secuencia de la molécula de miARN diana y que se extienda para generar un producto de
extension primario que comprende la porcion especifica del cebador en 5', una secuencia de nucledtidos que
corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana, y el complemento de la porcion interna especifica del
cebador. La mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de
la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién, y un tratamiento de
extension, formando de esta manera una pluralidad de productos de extension primarios. La pluralidad de productos
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de extension primarios se combinan con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar
una mezcla de la reaccioén de ligadura, donde cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera
sonda de oligonucledtidos que tiene una porcion especifica del cebador en 5' y una porcion especifica de la secuencia
diana en 3', y (b) una segunda sonda de oligonucleotidos que tiene una porcién especifica de la secuencia diana en
5', una porcidon complementaria de un producto de extension primario y una porcién especifica del cebador en 3', y
donde la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas se configuran para hibridarse, de
forma especifica de la base, sobre porciones complementarias de un producto de extension primario que corresponde
a la secuencia de la molécula de miARN diana. La mezcla de la reaccion de ligadura se somete a uno o mas ciclos de
reaccion de ligadura, por lo cual, la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de
sondas de oligonucledtidos se ligan entre si para formar secuencias de productos ligadas en la mezcla de reaccion de
ligadura en la que cada secuencia de producto ligada comprende la porcién especifica del cebador en 5', las porciones
especificas de la diana, y la porcién especifica del cebador en 3'. EI método implica ademas proporcionar uno o mas
conjuntos de cebadores de oligonucledtidos secundarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de
oligonucledtidos secundarios (a) un cebador de oligonucleétidos secundario que comprende la misma secuencia de
nucledtidos que la porcion especifica del cebador en 5' de la secuencia del producto ligado y (b) un segundo cebador
de oligonucledtidos secundario que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de la porcion
especifica del cebador en 3' de la secuencia del producto ligada, y combinar las secuencias del producto ligadas, el
uno o0 mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos secundarios, con una o mas enzimas que pueden digerir las
moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU), una mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP,
y una ADN polimerasa para formar una segunda mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa. La segunda mezcla
de la reaccién en cadena de la polimerasa se somete a condiciones adecuadas para digerir las moléculas de acidos
nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa, y en
uno o mas ciclos de reacciéon en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un
tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando de esta manera un producto de extension
secundario. Los productos de extension secundarios de la muestra se detectan y distinguen identificando de esta
forma la una o mas moléculas de miARN diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de miARN en la
muestra en una o mas bases.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN diana que
difieren potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases, y poner en
contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de moléculas de acidos nucleicos que contienen dU
potencialmente presentes en la muestra. EI método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores
de oligonucleétidos, comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucleétidos que tiene
una porcion en horquilla en 5', un grupo bloqueante, una porcién interna especifica del cebador en la region del bucle,
y una porcion de la secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de una porcion en 3' de la secuencia de la
molécula del miARN diana, (b) un segundo cebador de oligonucleétidos que tiene una porcidon de la secuencia de
nucledtidos en 3' que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la secuencia de la molécula del miARN
diana, y una porcion especifica del cebador en 5', (c) un tercer cebador de oligonucleétidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que es la misma que la porcidn interna especifica del cebador del primer cebador de
oligonucledtidos, y (d) un cuarto cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es la
misma que la porcion del cebador en 5' del segundo cebador de oligonucleétidos. La muestra contactada se mezcla
con el uno o mas primeros cebadores de oligonucleétidos de un conjunto de cebadores, una mezcla de
desoxinucleétidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una mezcla de reaccion de transcripcion
inversa en la que el primer cebador de oligonucleétidos se hibrida con la secuencia de la molécula de miARN diana,
si esta presente en la muestra, y la transcriptasa inversa extiende el extremo 3' del primer cebador de oligonucleétidos
hibridado para generar un primer cebador de oligonucledtidos extendido que comprende el complemento de la
secuencia de la molécula de miARN diana. La mezcla de reaccién de la transcripcién inversa se mezcla con el
segundo, el tercero, y el cuarto cebador de oligonucleétidos del conjunto de cebadores para formar una mezcla de
reaccion de la polimerasa en condiciones eficaces para que el uno o mas segundos cebadores de oligonucledtidos de
un conjunto de cebadores se hibride con la region del primer cebador de oligonucleétidos extendido que comprende
el complemento de la secuencia de la molécula de miARN diana y que se extienda para generar un producto de
extension primario que comprende la porcion especifica del cebador en 5', una secuencia de nucledtidos que
corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana, y el complemento de la porcion interna especifica del
cebador. EI método implica ademas someter la mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa a uno o mas ciclos de
reaccion en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento de
hibridacion, y un tratamiento de extension, formando de esta manera una pluralidad de productos de extension
primarios. La pluralidad de productos de extension primarios se combinan con una ligasa y uno o mas conjuntos de
sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, en el que cada conjunto de sondas de
oligonucledétidos comprende (a) una primera sonda de oligonucledtidos que tiene un porcion en 5' y una porcidon
especifica de la secuencia de nucledtidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d oligonucleétidos que tiene un porcion
especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 5' y una porcion en 3', en la que la porcidon en 5' de la primera
sonda de oligonucleétidos del conjunto de sondas es complementaria de una porcion de la porcién en 3' de la segunda
sonda de oligonucleétidos, donde una sonda del conjunto de sondas comprende un resto generador de sefial
detectable, y donde la primera y la segunda sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas estan configuradas
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para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre porciones complementarias de un producto de extension
primario que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana. La mezcla de la reaccion de ligadura se
somete a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, por lo cual, la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos
del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucledtidos se ligan entre si para formar secuencias de productos ligadas
en la mezcla de reaccion de ligadura en la que cada secuencia de producto ligada comprende la porcion en 5', las
porciones especificas diana, la porcion en 3'y el resto generador de sefial detectable. La porcion en 5' de la secuencia
del producto ligada se hibrida con su porcién en 3' complementaria y se detecta la sefial procedente del resto generador
de sefal detectable que se produce tras dicha hibridacién. Las secuencias del producto ligadas de la muestra se
distinguen basandose en dicha deteccion para identificar la presencia de una o mas moléculas de miARN diana que
difieren en la secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN diana que
difieren potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN por diferencias en una o mas bases, y poner
en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen dU
potencialmente presentes en la muestra. La muestra contactada se combina con una ligasa y una primera sonda de
oligonucleédtidos que comprende un fosfato en 5', una porcién de horquilla en 5', una porcion interna especifica de
cebador en la regién del bucle, un grupo bloqueante y una secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de
una porcion en 3' de la secuencia de la molécula de miARN diana para formar una reaccion de ligadura. El método
implica ademas ligar la secuencia de la molécula de miARN diana por su extremo 3' al fosfato en 5' de la primera
sonda de oligonucleétidos para generar una molécula de acidos nucleicos quimérica que comprende la secuencia de
la molécula de miARN diana, si esta presente en la muestra, agregada a la primera sonda de oligonucledtidos. Se
proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos, comprendiendo cada conjunto de cebadores (a)
un primer cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de nucledtidos en 3' que es complementaria de
un complemento del extremo 5' de la secuencia de la molécula de miARN diana, y una porcién especifica del cebador
en 5, (b) un segundo cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es
complementaria de la porcion interna especifica del cebador de la primera sonda de oligonucleétidos, y (c) un tercer
cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es la misma que la porcion especifica
del cebador en 5' del primer cebador de oligonucleétidos. La molécula de acidos nucleicos quimérica se combina con
el uno o mas segundos cebadores de oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP y una
transcriptasa inversa para formar una mezcla de reaccion de transcripcion inversa, en la que el uno o mas segundos
cebadores de oligonucledétidos de un conjunto de cebadores se hibrida con la porcién interna especifica del cebador
de la molécula de acidos nucleicos quimérica, y se extiende por su extremo 3' para generar un complemento de la
molécula de acido nucleico quimérica, si esta presente en la muestra. El método implica ademas combinar la mezcla
de reaccion de la transcripcion inversa con el primer y el tercer cebadores de oligonucledtidos de un conjunto de
cebadores para formar una mezcla de reaccion de la polimerasa, y someter la mezcla de reaccion en cadena de la
polimerasa a uno o mas ciclos de reacciéon en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando de esta manera productos
de extension primarios. Los productos de extensién primarios comprenden la porciéon especifica del cebador en 5', una
secuencia de nucledtidos que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana, y el complemento de la
porcion interna especifica del cebador. Los productos de extension primarios se combinan con una ligasa y uno o mas
conjuntos de sondas de oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura. Cada conjunto de sondas
de oligonucleotidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene una porcion especifica de la
secuencia diana y (b) una segunda sonda de oligonucleétidos que tiene un porciéon especifica de secuencia y una
porcion complementaria de un producto de extensidon primario, en el que la primera y segunda sondas de
oligonucledtidos de un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre
porciones complementarias de un producto de extensién primario que corresponde a la secuencia de la molécula de
miARN diana. Las primera y segunda sondas de oligonucledtidos del uno o mas conjuntos de sondas de
oligonucledtidos se ligan entre si para formar secuencias de producto ligadas en la mezcla de la reaccién de ligadura,
y las secuencias de producto ligadas de las muestras se detectan y se distinguen para identificar de esta forma una o
mas moléculas de miARN diana que difieren de las secuencias de otras moléculas de miARN de la muestra en una o
mas bases.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN que difieren
potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN por diferencias en una o mas bases, y poner en contacto
la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen dU potencialmente
presentes en la muestra. La muestra contactada se combina con una ligasa y una primera sonda de oligonucleétidos
que comprende un fosfato en 5', una porcién de horquilla en 5', una porcion interna especifica de cebador en la region
del bucle, un grupo bloqueante, y una secuencia de nucledtidos en 3' que es complementaria de una porcion en 3' de
la secuencia de la molécula de miARN diana para formar una reaccién de ligadura, y la secuencia de la molécula de
miARN diana esta ligada por su extremo 3' al fosfato en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos para generar una
molécula de acidos nucleicos quimérica que comprende la secuencia de la molécula de miARN diana, si esta presente
en la muestra, agregada a la primera sonda de oligonucleétidos. EI método implica ademas proporcionar uno o mas
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conjuntos de cebadores de oligonucleotidos, comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de
oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos en 3' que es complementaria de un complemento del
extremo 5' de la secuencia de la molécula de miARN diana, y una porcién especifica del cebador en 5', (b) un segundo
cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de la porcion
interna especifica del cebador de la primera sonda de oligonucleétidos, y (c) un tercer cebador de oligonucleétidos
que comprende una secuencia de nucleétidos que es la misma que la porcion especifica del cebador en 5' del primer
cebador de oligonucledtidos. La molécula de acidos nucleicos quimérica se combina con el uno o mas segundos
cebadores de oligonucleotidos, una mezcla de desoxinucleotidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para
formar una mezcla de reaccion de transcripcion inversa, donde el uno o mas segundos cebadores de oligonucleotidos
de un conjunto de cebadores se hibrida con la porcidn interna especifica del cebador de la molécula de acidos
nucleicos quimérica, y se extiende por su extremo 3' para generar un complemento de la molécula de acido nucleico
quimérica, si esta presente en la muestra. La mezcla de reaccion de la transcripcion inversa se mezcla con el primer
y el tercer cebadores de oligonucleétidos de un conjunto de cebadores para formar una mezcla de reaccion de la
polimerasa, y la mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de reaccion en cadena
de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento
de extensién, formando de esta manera productos de extension primarios que comprenden la porcién especifica del
cebador en 5', una secuencia de nucledtidos que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana, y el
complemento de la porcién interna especifica del cebador. Los productos de extension primarios se combinan con una
ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, en el
que cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera sonda de oligonucledtidos que tiene una
porcion especifica del cebador en 5' y una porcion especifica de la secuencia diana en 3', y (b) una segunda sonda de
oligonucledtidos que tiene una porcién especifica de la secuencia diana en 5', una porcién complementaria de un
producto de extension primario, y una porcion especifica del cebador en 3', en el que la primera y segunda sondas de
oligonucledtidos de un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre
porciones complementarias de un producto de extensién primario que corresponde a la secuencia de la molécula de
miARN diana. La mezcla de la reaccion de ligadura se somete a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, mediante
el cual la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se
ligan entre si para formar secuencias de productos ligadas en la mezcla de reaccién de ligadura, en la que cada
secuencia del producto ligada comprende una porcion especifica del cebador en 5, las porciones especificas de la
diana, y la porcion especifica del cebador en 3'. EI método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de
cebadores de oligonucledtidos secundarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucledtidos
secundarios (a) un primer cebador de oligonucleétidos secundarios que comprende la misma secuencia de nucleétidos
que la porcion especifica del cebador en 5' de la secuencia del producto ligada y (b) un segundo cebador de
oligonucledtidos secundarios que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de la porcion
especifica del cebador en 3' de la secuencia del producto ligada. Las secuencias del producto ligadas se combinan
con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos secundarios, una 0 mas enzimas que pueden digerir las
moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU), una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP,
y una ADN polimerasa para formar una segunda mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa. La segunda mezcla
de la reaccién en cadena de la polimerasa se somete a condiciones adecuadas para digerir las moléculas de acidos
nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa, y en
uno o mas ciclos de reacciéon en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un
tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extension, formando de esta manera productos de extension
secundarios. Los productos de extension secundarios de la muestra se detectan y distinguen identificando de esta
forma la una o mas moléculas de miARN diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de miARN en la
muestra en una o mas bases.

La divulgacién también proporciona un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos
microrribonucleicos (miARN) diana que difieren en la secuencia de otras moléculas miARN de la muestra en una o
mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN que difieren
potencialmente en la secuencia de otras moléculas de miARN por diferencias en una o mas bases, y poner en contacto
la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen dU potencialmente
presentes en la muestra. La muestra contactada se combina con una ligasa y una primera sonda de oligonucleétidos
que comprende un fosfato en 5', una porcién de horquilla en 5', una porcion interna especifica de cebador en la region
del bucle, un grupo blogueante y una secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de una porcién en 3' de
la secuencia de la molécula de miARN diana para formar una reaccion de ligadura. La molécula de miARN diana esta
ligada por su extremo 3' al fosfato en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos para generar una molécula de acidos
nucleicos quimérica que comprende la secuencia de la molécula de miARN diana, si esta presente en la muestra,
agregada a la primera sonda de oligonucledtidos. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de
cebadores de oligonucledtidos, comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucleétidos
que comprende una secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la
secuencia de la molécula de miARN diana, y una porcion especifica del cebador en 5', (b) un segundo cebador de
oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de la porcion interna especifica
del cebador de la primera sonda de oligonucledtidos, y (c) un tercer cebador de oligonucleétidos que comprende una
secuencia de nucleétidos que es la misma que la porcidn especifica del cebador en 5' del primer cebador de
oligonucledtidos. La molécula de acidos nucleicos quimérica se combina con el uno o mas segundos cebadores de
oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una
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mezcla de reaccion de transcripcion inversa, en el que el uno o mas segundos cebadores de oligonucleétidos de un
conjunto de cebadores se hibrida con la porcion interna especifica del cebador de la molécula de acidos nucleicos
quimeérica, y se extiende por su extremo 3' para generar un complemento de la molécula de acido nucleico quimérica,
si esta presente en la muestra. La mezcla de reaccion de la transcripcion inversa se mezcla con el primer y el tercer
cebadores de oligonucleotidos de un conjunto de cebadores para formar una mezcla de reaccion de la polimerasa, y
la mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de reacciéon en cadena de la
polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridaciéon y un tratamiento de
extension, formando de esta manera productos de extensién primarios que comprenden la porcidon especifica del
cebador en 5', una secuencia de nucledtidos que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana, y el
complemento de la porcién interna especifica del cebador. Los productos de extensién primarios se combinan con una
ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura, en el
que cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene un
porcidon en 5' y una porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d
oligonucledtidos que tiene un porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 5'y una porcion en 3', en la
que la porcidn en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos del conjunto de sondas es complementaria de una porcion
de la porcién en 3' de la segunda sonda de oligonucleétidos, donde una sonda del conjunto de sondas comprende un
resto generador de sefal detectable, y donde la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de
sondas estan configuradas para hibridarse, de forma especifica de la base, sobre porciones complementarias de un
producto de extension primario que corresponde a la secuencia de la molécula de miARN diana. La mezcla de la
reaccion de ligadura se somete a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, por lo cual, la primera y la segunda sondas
de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleotidos se ligan entre si para formar secuencias
de productos ligadas en la mezcla de reaccion de ligadura en la que cada secuencia de producto ligada comprende la
porcién en 5', las porciones especificas diana, la porcion en 3'y el resto generador de sefial detectable. La porcion en
5' de la secuencia del producto ligada se hibrida con su porciéon en 3' complementaria, y se detecta la sefial procedente
del resto generador de sefial detectable que se produce tras dicha hibridacion. Las secuencias de producto ligadas se
distinguen en la muestra basandose en dicha deteccion para identificar la presencia de una o mas moléculas de miARN
diana que difieren en la secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases.

La divulgacion proporciona también un dispositivo para afadir simultdneamente liquidos a dos o mas pocillos de una
fila y/o columna de una placa de microtitulacion. El dispositivo tiene superficies superiores e inferiores opuestas
teniendo la superficie superior aberturas que conducen a los pocillos y definiendo la superficie inferior los extremos
cerrados de los pocillos. El dispositivo comprende una primera capa definida por un primer y un segundo limite con
camaras de medida que se extienden entre el primer y el segundo limite de dicha primera capa y en comunicacién de
fluidos entre si. La primera capa se configura para situarse, en una posicion operativa, cerca de la placa de
microtitulacién estando el primer limite de la primera capa mas cerca de la superficie superior de la placa de
microtitulacion y estando cada una de las camaras de medida en comunicacion de fluidos con un pocillo individual de
una fila y/o columna de la placa de microtitulacion. La primera capa comprende ademas una camara de llenado en
comunicacion de fluidos con una o mas de las camaras de medida. El dispositivo comprende una segunda capa
definida por un primer y segundo limite con un puerto de llenado que se extiende entre el primer y el segundo limite
de la segunda capa. La segunda capa se configura para situarse, en una posicion operativa, sobre la primera capa
con el primer limite de la segunda capa adyacente al segundo limite de la primera capa y estando alineado el puerto
de llenado con la camara de llenado. Cuando la primera capa, la segunda capa y la placa de microtitulacion se sitian
unas con respecto a otras en sus posiciones operativas, el liquido que entra en el dispositivo a través del puerto de
llenado pasara a través de la camara de entrada, las camaras de medida, y se dirigira a dos o mas pocillos de una fila
y/o columna de la placa de microtitulacion.

La divulgacion proporciona también un método para afadir liquidos a dos o mas pocillos de una fila y/o columna de
una placa de microtitulacion que tiene superficies superior e inferior opuestas, teniendo la superficie superior aberturas
que conducen a los pocillos y definiendo la superficie inferior los extremos cerrados de los pocillos. Este método implica
proporcionar un dispositivo que comprende una primera que tiene un primer y un segundo limite con camaras de
medida que se extienden entre el primer y el segundo limite de la primera capa y en comunicacion de fluidos entre si.
La primera capa del dispositivo se configura para situarse, en una posicidon operativa, cerca de la placa de
microtitulacién estando los primeros limites de la primera capa mas cerca de la superficie superior de la placa de
microtitulacion y estando una de las camaras de medida en comunicacion de fluidos con un pocillo individual de una
fila y/o columna de la placa de microtitulacion. La primera capa comprende ademas una camara de llenado en
comunicacion de fluidos con una o mas de las mencionadas camaras de medida. El dispositivo comprende una
segunda capa que tiene un primer y segundo limite con un puerto de llenado que se extiende entre el primer y el
segundo limite de la segunda capa. La segunda capa se configura para situarse, en una posicion operativa, sobre la
primera capa con el primer limite de la segunda capa adyacente al segundo limite de la primera capa y estando
alineado el puerto de llenado con la camara de carga. Cuando la primera capa, la segunda capa y la placa de
microtitulacién se sitlan unas con respecto a otras en sus posiciones operativas, el liquido que entra en el dispositivo
a través del puerto de llenado pasara a través de la camara de llenado, las camaras de medida, y se dirigira a dos o
mas pocillos de una fila y/o columna de dicha placa de microtitulacion. EI método implica ademas llenar el dispositivo
con liquido, y descargar el liquido del dispositivo dentro de dos o mas pocillos de una fila y/o columna de dicha placa
de microvaloracion.
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La presente divulgacion describe numerosas estrategias para detectar mutaciones, cambios en la expresién, en
variantes de corte y empalme, en la translocacién, en el nimero de copias, y/o en la metilacién de moléculas de acidos
nucleicos diana mediante el uso de reacciones de la nucleasa, ligasa y polimerasa. La presente invencion resuelve
los problemas de prevencion de arrastres, y también permite el multiplexado espacial para proporcionar una
cuantificacion relativa, similar a la PCR digital. Dicha tecnologia puede utilizarse para la deteccion temprana no
invasiva del cancer, el prondstico no invasivo del cancer, y la vigilancia de la reaparicion del cancer a partir de muestras
de plasma o suero.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un arbol l6gico condicional para un pan-ensayo de deteccion temprana del cancer basado en el
analisis de una muestra de sangre de un paciente.

La Figura 2 ilustra un flujo de trabajo para el analisis de ADN, ARNm y miARN a partir de ADNIc, exosomas y CTC.
La Figura 3 ilustra el analisis genérico del ADN, ARNm y miARN mediante la distribucion de una muestra, que
inicialmente se ha diluido y distribuido entre 24 tubos para una PCR multiplexada o PCR con transcriptasa inversa
seguida por LDR con sondas etiquetadas, en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 4 ilustra la adicion de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una placa
de microtitulacion de la Figura 3.

La Figura 5 ilustra un patréon de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de cada pocillo en tiempo real
en la placa de microtitulacion de la Figura 4.

La Figura 6 ilustra el flujo de trabajo para el analisis de ADN procedente de ADNIc o en plasma.

La Figura 7 ilustra el analisis del ADN, mediante la distribucién de una muestra, que inicialmente se ha diluido y
distribuido entre 24 tubos para una PCR multiplexada o PCR con transcriptasa inversa seguida por LDR con sondas
etiquetadas, en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 8 ilustra la adicion de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una placa
de microtitulacion de la Figura 7.

La Figura 9 ilustra un patréon de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de cada pocillo en tiempo real
en la placa de microtitulacion de la Figura 8.

La Figura 10 ilustra un flujo de trabajo para el analisis de ARNm o miARN procedente de exosomas plasmaticos e
ilustra un flujo de trabajo para el analisis de ADN, ARNm y miARN a partir de ADNIc, exosomas y CTC.

La Figura 11 ilustra el analisis de ARNm o miARN, mediante la distribucion de una muestra, que inicialmente se
ha diluido en serie entre 24 tubos para una PCR con transcriptasa inversa multiplexada seguido por LDR con
sondas etiquetadas, en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 12 ilustra la adicién de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una
placa de microtitulacion de la Figura 11.

La Figura 13 ilustra un patron de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de cada pocillo en tiempo real
en la placa de microtitulacion de la Figura 12.

La Figura 14 ilustra el flujo de trabajo para el analisis genérico del ADN, ARNm y miARN mediante la distribucion
de una muestra, que inicialmente se ha diluido entre 24 tubos para una PCR multiplexada o PCR con transcriptasa
inversa mediante LDR con sondas etiquetadas, para captura mediada por estreptavidina en 24 x 16 filas de una
placa de microtitulacion.

La Figura 15 ilustra el analisis genérico del ADN, ARNm y miARN mediante la distribucién de 24 muestras, que
inicialmente se han diluido y distribuido entre 24 tubos para una PCR multiplexada o PCR con transcriptasa inversa
mediante LDR con sondas etiquetadas, en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 16 ilustra la captura mediada por estreptavidina de los amplicones biotinilados de la PCR o RT-PCR en
los pocillos de una placa de microtitulacion de la Figura 15.

La Figura 17 ilustra la adicién de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una
placa de microtitulacion de la Figura 16.

La Figura 18 ilustra un patron de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de LDR-FRET en cada pocillo
en tiempo real en la placa de microtitulacion de la Figura 17.

La Figura 19 ilustra el flujo de trabajo para el analisis de ADN mediante la distribucion de una muestra, que
inicialmente se ha diluido entre 24 tubos para una PCR multiplexada seguida por LDR con sondas etiquetadas,
para captura mediada por estreptavidina en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 20 ilustra el analisis de ADN mediante la distribucion de 24 muestras, que inicialmente se han diluido y
distribuido entre 24 tubos para una PCR multiplexada seguida por LDR con sondas etiquetadas, en 24 x 16 filas
de una placa de microtitulacion.

La Figura 21 ilustra la captura mediada por estreptavidina de los amplicones biotinilados de la PCR o RT-PCR en
los pocillos de una placa de microtitulacion de la Figura 20.

La Figura 22 ilustra la adicién de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una
placa de microtitulacion de la Figura 21.

La Figura 23 ilustra un patron de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de LDR-FRET en cada pocillo
en tiempo real en la placa de microtitulacion de la Figura 22.

La Figura 24 ilustra el flujo de trabajo para el analisis de miARN y miARN mediante la distribucién de una muestra,
que inicialmente se ha diluido entre 24 tubos para una PCR multiplexada seguida por LDR con sondas etiquetadas,
para captura mediada por estreptavidina en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 25 ilustra el analisis de ARNm o miARN, mediante la distribucion de una muestra, que inicialmente se
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ha diluido en serie entre 24 tubos para una PCR con transcriptasa inversa multiplexada seguido por LDR con
sondas etiquetadas, en 24 x 16 filas de una placa de microtitulacion.

La Figura 26 ilustra la captura mediada por estreptavidina de los amplicones de la RT-PCR en los pocillos de una
placa de microtitulacion de la Figura 25.

La Figura 27 ilustra la adicién de 16 conjuntos diferentes de cebadores marcadores en las 24 columnas de una
placa de microtitulacion de la Figura 26.

La Figura 28 ilustra un patron de sefial hipotético generado a partir de la deteccion de LDR-FRET en cada pocillo
en tiempo real en la placa de microtitulacion de la Figura 27.

La Figura 29 ilustra una simulacion de una distribucion de Poisson de 6 a 48 moléculas distribuidas entre 24
pocillos. En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por
pocillo. En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 30 ilustra una simulacién de una distribucién de Poisson de 12 a 96 moléculas distribuidas entre 24
pocillos. En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por
pocillo. En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 31 ilustra una simulacién de una distribucién de Poisson de 12 a 96 moléculas distribuidas entre 48
pocillos. En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por
pocillo. En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 32 ilustra una simulacion de una distribucion de Poisson de 24 a 192 moléculas distribuidas entre 48
pocillos. En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por
pocillo. En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 33 ilustra una simulacién de una distribucién de Poisson de 1 a 8 moléculas distribuidas entre 8 pocillos.
En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por pocillo.
En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 34 ilustra una simulacién de una distribuciéon de Poisson de 2 a 16 moléculas distribuidas entre 8 pocillos.
En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por pocillo.
En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 35 ilustra una simulacién de una distribuciéon de Poisson de 4 a 32 moléculas distribuidas entre 8 pocillos.
En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por pocillo.
En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 36 ilustra una simulacién de una distribucion de Poisson de 8 a 64 moléculas distribuidas entre 8 pocillos.
En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por pocillo.
En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 37 ilustra una simulacién de una distribucién de Poisson de 16 a 128 moléculas distribuidas entre 8
pocillos. En la parte superior se encuentra una forma tabular de las moléculas iniciales frente a las moléculas por
pocillo. En la parte inferior hay un histograma del n.° de moléculas (x) frente al n.° de pocillos (y).

La Figura 38 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con deteccién Tagman para identificar
o cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 39 ilustra la reaccion PCR-gqLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 40 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccién Tagman para identificar
o cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 41 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con deteccién Tagman para identificar
o cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 42 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 43 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 44 ilustra la reaccion PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para identificar
o cuantificar relativamente diana(s) y/o mutaciones.

La Figura 45 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con deteccién Tagman para identificar
o cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 46 ilustra la reaccion PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para identificar
o cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 47 ilustra la reaccion PCR-gqLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 48 ilustra la reaccion nucleasa-ligadura-PCR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman
para identificar o cuantificar relativamente la metilacién de la diana.

La Figura 49 ilustra la reaccion nucleasa-ligadura-PCR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq
para identificar o cuantificar relativamente la metilacién de la diana.

La Figura 50 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con deteccién Tagman para identificar
o cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 51 ilustra la reacciéon PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para identificar
o cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 52 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 53 ilustra la reaccion PCR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para identificar o
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cuantificar relativamente la metilacion de la diana.

La Figura 54 ilustra una visién general de la reaccion LDR-gPCR con prevencion de arrastre para identificar o
cuantificar relativamente translocaciones en el ARNm.

La Figura 55 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente translocaciones en el ARNm.

La Figura 56 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente translocaciones en el ARNm.

La Figura 57 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente translocaciones en el ARNm.

La Figura 58 ilustra una visién general de la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para
identificar o cuantificar relativamente el corte y empalme alternativo.

La Figura 59 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo o de tipo natural.

La Figura 60 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo o de tipo natural.

La Figura 61 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo o de tipo natural.

La Figura 62 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con detecciéon Tagman para
identificar o cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo de bajo nivel.

La Figura 63 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo de bajo nivel.

La Figura 64 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente transcritos de corte y empalme alternativo de bajo nivel.

La Figura 65 ilustra una visién general de la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para
identificar o cuantificar relativamente el corte y empalme alternativo.

La Figura 66 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion natural y alternativo.

La Figura 67 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion natural y alternativo.

La Figura 68 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion natural y alternativo.

La Figura 69 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion de bajo nivel o alternativo.

La Figura 70 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion de bajo nivel o alternativo.

La Figura 71 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el sitio de inicio de la transcripcion de bajo nivel o alternativo.

La Figura 72 ilustra una visién general de la reaccion LDR-gPCR con prevencion de arrastre para identificar o
cuantificar relativamente la delecién de exones.

La Figura 73 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (delecién de exones).
La Figura 74 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (delecién de exones).
La Figura 75 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (delecién de exones).

La Figura 76 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (delecién de exones) de
bajo nivel.

La Figura 77 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (delecién de exones) de
bajo nivel.

La Figura 78 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (delecion de exones) de bajo nivel.
La Figura 79 ilustra una visién general de la reaccion LDR-gPCR con prevencion de arrastre para identificar o
cuantificar relativamente el corte y empalme alternativo con insercién de intrones.

La Figura 80 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (insercion de intrones).
La Figura 81 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (insercion de intrones).
La Figura 82 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el transcrito natural y con corte y empalme alternativo (insercién de intrones).

La Figura 83 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (insercién de intrones)
de bajo nivel.

La Figura 84 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (inserciéon de intrones)
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de bajo nivel.

La Figura 85 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el transcrito natural con corte y empalme alternativo (insercion de intrones) de bajo nivel.
La Figura 86 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con deteccién Tagman para enumerar
el numero de copias de ADN.

La Figura 87 ilustra la reaccion PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para enumerar
el numero de copias de ADN.

La Figura 88 ilustra la reaccion PCR-gqLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para enumerar el
numero de copias de ADN.

La Figura 89 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
enumerar el nimero de copias de ARN.

La Figura 90 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
enumerar el numero de copias de ARN.

La Figura 91 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para enumerar el
numero de copias de ARN.

La Figura 92 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman para
identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 93 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq para
identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 94 ilustra la reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para identificar o
cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 95 ilustra la reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman
para identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 96 ilustra la reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq
para identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 97 ilustra la reaccion Ligadura-RT-PCR-qLDR con prevencion de arrastre con deteccion FRET para
identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 98 ilustra la reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion Tagman
para identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 99 ilustra la reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con deteccion UniTaq
para identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 100 ilustra la reaccién Ligadura-RT-PCR-gLDR con prevencién de arrastre con deteccion FRET para
identificar o cuantificar relativamente el miARN.

La Figura 101 ilustra las dimensiones de una versiébn de una placa de microtitulacion de 384 pocillos
comercialmente disponible.

La Figura 102 ilustra las dimensiones de ofra version de una placa de microtitulacion de 384 pocillos
comercialmente disponible.

La Figura 103 muestra una vista superior y lateral de la configuracion de una placa de microtitulacion de 384
pocillos tipica.

La Figura 104 muestra una vista en perspectiva de la configuracion de una placa de microtitulacion de 384 pocillos
tipica.

La Figura 105 ilustra una vista superior y lateral de la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras
situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 106 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 107 ilustra una vista superior y lateral de las capas primera e intermedia de un dispositivo de dispersion
de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 108 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de las capas primera e intermedia de un
dispositivo de dispersién de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 109 ilustra una vista superior y lateral de la tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 110 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la tercera, primera y capa intermedia de
un dispositivo de dispersion de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 111 ilustra una vista superior y lateral de la segunda, tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo
de dispersion de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de microtitulacion.

La Figura 112 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la segunda, tercera, primera y capa
intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras situado encima de algunos pocillos de una placa de
microtitulacion.

La Figura 113 ilustra una vista superior y lateral de las capas primera e intermedia de un dispositivo de dispersion
de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a presion los canales y las camaras de medicion
de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 114 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de las capas primera e intermedia de un
dispositivo de dispersién de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a presion los canales
y las camaras de medicion de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 115 ilustra una vista superior y lateral de la tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a presion los canales y las camaras

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784342 T3

de medicién de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 116 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la tercera, primera y capa intermedia de
un dispositivo de dispersion de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a presién los
canales y las camaras de medicion de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 117 ilustra una vista superior y lateral de la segunda, tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo
de dispersion de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a presion los canales y las
camaras de medicién de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 118 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la segunda, tercera, primera y capa
intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que utiliza un puerto de llenado alternativo para llenar a
presion los canales y las camaras de medicion de cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 119 ilustra una vista superior y lateral de la capa intermedia en el lado de salida de un dispositivo de
dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 120 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la capa intermedia en el lado de salida
de un dispositivo de dispersiéon de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de
microtitulacion.

La Figura 121 ilustra una vista superior y lateral de las capas primera e intermedia en el lado de salida de un
dispositivo de dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de microtitulacion.
La Figura 122 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de las capas primera e intermedia en el lado
de salida de un dispositivo de dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de
microtitulacion.

La Figura 123 ilustra una vista superior y lateral de la tercera, primera y capa intermedia en el lado de salida de un
dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de microtitulacion.
La Figura 124 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la tercera, primera y capa intermedia en
el lado de salida de un dispositivo de dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila de una
placa de microtitulacion.

La Figura 125 ilustra una vista superior y lateral de la segunda, tercera, primera y capa intermedia en el lado de
salida de un dispositivo de dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila de una placa de
microtitulacion.

La Figura 126 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la segunda, tercera, primera y capa
intermedia en el lado de salida de un dispositivo de dispersidon de muestras que aborda independientemente cada
fila de una placa de microtitulacion.

La Figura 127 ilustra una vista superior y lateral de la capa intermedia de un dispositivo de dispersiéon de muestras
que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa de microtitulacion.

La Figura 128 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa de
microtitulacion.

La Figura 129 ilustra una vista superior y lateral de las capas primera e intermedia de un dispositivo de dispersion
de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa de microtitulacion.

La Figura 130 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de las capas primera e intermedia de un
dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa
de microtitulacion.

La Figura 131 ilustra una vista superior y lateral de la tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa de
microtitulacion.

La Figura 132 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la tercera, primera y capa intermedia de
un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una
placa de microtitulacion.

La Figura 133 ilustra una vista superior y lateral de la segunda, tercera, primera y capa intermedia de un dispositivo
de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos lados de una placa de
microtitulacion.

La Figura 134 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la segunda, tercera, primera y capa
intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila desde ambos
lados de una placa de microtitulacion.

La Figura 135 ilustra una vista superior y lateral de la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras
que aborda independientemente cada fila y cada columna de una placa de microtitulacién.

La Figura 136 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la capa intermedia de un dispositivo de
dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila y cada columna de una placa de microtitulacion.
La Figura 137 ilustra una vista superior y lateral de una primera region de la primera capa y de la capa intermedia
de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila y cada columna de una
placa de microtitulacion.

La Figura 138 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la primera region de la primera capa y de
la capa intermedia de un dispositivo de dispersién de muestras que aborda independientemente cada fila y cada
columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 139 ilustra una vista superior y lateral de la primera y segunda regiones de la primera capa y de la capa
intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada fila y cada columna
de una placa de microtitulacion.
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La Figura 140 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la primera y segunda regiones de la
primera capa y de la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente
cada fila y cada columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 141 ilustra una vista superior y lateral de la tercera capa, primera capa (con las regiones primera y
segunda), y la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda independientemente cada
fila y cada columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 142 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la tercera capa, primera capa (con las
regiones primera y segunda), y la capa intermedia de un dispositivo de dispersiéon de muestras que aborda
independientemente cada fila y cada columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 143 ilustra una vista superior y lateral de la segunda capa, tercera capa, primera capa (con las regiones
primera y segunda), y la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que aborda
independientemente cada fila y cada columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 144 ilustra una vista en perspectiva con despiece ordenado de la segunda capa, tercera capa, primera
capa (con las regiones primera y segunda), y la capa intermedia de un dispositivo de dispersion de muestras que
aborda independientemente cada fila y cada columna de una placa de microtitulacion.

La Figura 145 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura Tagman para identificar
o cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 146 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura UniTaq para identificar o
cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 147 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencién de arrastre con lectura FRET para identificar o
cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 148 ilustra la reaccion PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre con lectura Tagman para identificar
o cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 149 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura UniTaq para identificar o
cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 150 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencion de arrastre con lectura FRET para identificar o
cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 151 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura Tagman para identificar
o cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 152 ilustra la reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura UniTaq para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 153 ilustra la reaccion PCR-gLDR con prevencion de arrastre con lectura FRET para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 154 ilustra la reaccion mediante PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con lectura Tagman para
identificar o cuantificar diana(s) y/o mutaciones de bajo nivel.

La Figura 155 ilustra la reaccion Bucle-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con lectura FRET para identificar o
cuantificar relativamente mutaciones de bajo nivel.

La Figura 156 ilustra la reaccion Bucle-PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre con lectura Tagman para
identificar o cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 157 ilustra la reaccion Bucle-PCR-gLDR con prevencion de arrastre con lectura FRET para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 158 ilustra la reaccion PCR-gPCR con prevencion de arrastre con lectura Tagman para identificar o
cuantificar relativamente la metilacion de dianas de bajo nivel.

La Figura 159 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion V600E de BRAF en un exceso de ADN natural.

La Figura 160 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-gqPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacién V600E de BRAF.
La Figura 161 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-gPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacién V600E de BRAF en
presencia de un exceso de ADN natural procedente de plasma.

La Figura 162 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion R248Q de TP53 en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 163 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion R248Q de TP53 en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 164 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-gPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacién R248Q de TP53 en
presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 165 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-gPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacién R248Q de TP53 en
presencia de un exceso de ADN natural procedente de plasma.

La Figura 166 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion G12C de KRAS en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 167 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion G12S de KRAS en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 168 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-qPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacién G12C de KRAS en
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presencia de un exceso de ADN natural procedente de plasma.

La Figura 169 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion G12D de KRAS en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 170 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion G12A de KRAS en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 171 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la mutacion G12V de KRAS en presencia de un exceso de ADN natural.

La Figura 172 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-qPCR para enumerar moléculas individuales de la mutacion G12V de KRAS en
presencia de un exceso de ADN natural en plasma.

La Figura 173 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los experimentos
PCR-LDR-gPCR para detectar la presencia o ausencia de metilacién del gen de la vimentina.

La Figura 174 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en los en los
experimentos del pixel PCR-LDR-gPCR para enumerar moléculas individuales de ADN metilado en presencia de
un exceso de ADN no metilado ADNhg).

La Figura 175 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en el experimento
para detectar metilacion en la hebra superior de VIM_S3, usando la versién "A" de la sonda TagMan.

La Figura 176 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en el experimento
para detectar metilacion en la hebra inferior de VIM S3, usando la version "A" de la sonda TagMan.

La Figura 177 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en el experimento
para detectar metilacion en la hebra superior de VIM S3, usando la version "B" de la sonda TagMan.

La Figura 178 ilustra los graficos de amplificacion mediante la PCR en tiempo real obtenidos en el experimento
para detectar metilacion en la hebra inferior de VIM S3, usando la version "B" de la sonda TagMan.

Descripcion detallada de la invencién
Disefo universal para la deteccion temprana de enfermedades usando la "Carga de marcador de enfermedad"

La prueba de deteccion temprana de enfermedades mas econdémica puede combinar un ensayo inicial de amplificacion
y ligadura acoplados multiplexados para determinar la "carga de la enfermedad". Para la deteccion del cancer, esto
conseguiria una sensibilidad > 95 % para todos los tipos de cancer (pan-oncologia), para una especificidad > 97 %.
Se ilustra en la Figura 1 un diagrama de flujo de un ensayo de carga de tumores cancerosos. Un ensayo de cribado
inicial de PCR/LDR multiplexado que puntua la mutacion, metilacion, miARN, ARNm, corte y empalme alternativo y
translocaciones identifica aquellas muestras que tienen un resultado positivo para > 5 de 24-48 marcadores. A
continuacion, las presuntas muestras positivas se someten a ensayo usando PCR/LDR de 'pixel' con marcadores
especificos de tejido adicionales para validar el resultado inicial e identificar el tejido de origen. Después, el médico
puede solicitar la secuenciacion dirigida para obtener una guia adicional sobre las decisiones de tratamiento del
paciente.

La presente divulgacion se dirige a un enfoque de diagndstico universal que busca combinar las mejores
caracteristicas de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) digital, la reaccién de deteccién de ligadura (LDR) y
la deteccion cuantitativa de multiples marcadores de enfermedades, por ejemplo, marcadores del cancer. La familia
de la arquitectura del ensayo y los dispositivos comprende tres médulos para cuantificacion por PCR-LDR de
marcadores de enfermedad de baja abundancia procedentes de la sangre. Cada modulo se puede optimizar
independientemente y puede ser manual, semiautomatico o totalmente automatico. El disefio permite integrar los
modulos entre si, de forma que cada médulo se puede optimizar independientemente para conseguir un rendimiento
mejorado de la totalidad del ensayo.

La primera familia de disefios de ensayo se basa en una amplificacion inicial por PCR o RT-PCR multiplexada seguida
por LDR multiplexada usando sondas LDR que tienen etiquetas Unicas de secuencia que contienen partes especificas
de cebadores. Los productos se distribuyen y se mezclan con conjuntos de cebadores marcadores con sondas
TagMan™ dirigidas a diana, o de forma alternativa, con sondas de cebadores UniTaq, y los acidos nucleicos de
entrada se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real.

El primer modulo toma una muestra de entrada de sangre, y separa el plasma de los glébulos rojos (RBC) y de los
glébulos blancos (WBC). Separa el plasma de nuevo para eliminar posibles células residuales. Adicionalmente, las
fracciones de células que contienen todos los WBC y las células tumorales en circulacion (CTC) y algunos RBC se
separan. Los exosomas se separan o se capturan por afinidad a partir del plasma. El médulo purifica (i) el ARN a partir
de la fraccion de WBC y CTC, (ii) el miARN y el ARN a partir de los exosomas, y (iii) el ADN exento de células (ADNIc)
del plasma.

El segundo moédulo permite la distribucion de los componentes anteriores en 24 o 48 camaras o pocillos para
multiplexado espacial con amplificacion proporcional por PCR o RT-PCR multiplexada de la diana génica, promotor,
regiones de miARN o ARNm. Estos incluyen: (i) ARNm especificos de variantes de corte y empalme o de fusién génica
de la fraccion de WBC que contiene CTC, (ii) miARN especificos procedentes de exosomas, (iii) ARNm especificos
procedentes de exosomas, (iv) regiones de ADN especificas de genes cancerosos procedentes de ADNIc, y (v)
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regiones promotoras especificas (metiladas) procedentes de ADNIc.

El tercer moédulo permite la distribucion espacial de los productos anteriores entre los pocillos de una placa de
microtitulacion, por ejemplo, en una configuracion 24 x 16 o 48 x 32. Este modulo permite la deteccion y enumeracion
de los productos de la LDR usando la PCR en tiempo real para proporcionar resultados cuantitativos para cada
marcador de enfermedad.

El primer y el segundo médulos se pueden configurar para procesar simultaneamente multiples muestras en el modo
de ensayo de cribado, donde los productos de la LDR que contienen etiquetas de secuencia proporcionan resultados
cuantitativos relativos usando lecturas de PCR en tiempo real (véase la Figura 2). En esta configuracion, el ADN y el
ARN aislados de diversas fracciones sanguineas procedentes de 24 muestras individuales se someten a PCR-LDR y
RT-PCR-LDR multiplexada, después se distribuyen a lo largo de una columna, por ejemplo, 16 pocillos de la placa de
microtitulacion que se ilustra en la Figura 3. Los conjuntos de cebadores marcadores con sondas TagMan™ dirigidas
a diana, o de forma alternativa, con sondas de cebadores UniTaq, se afiaden a través de las filas como se muestra en
la Figura 4, lo que permite la PCR en tiempo real (Figura 5). En esta ilustracion, las muestras n.° 2 y n.° 15 tienen una
sefial intensa en >5 posiciones, por lo tanto, se consideran potencialmente positivas (pendientes de verificacion
adicional tal como se describe adicionalmente mas adelante), mientras que la muestra n.° 8 con 4 sefiales débiles
también requeriran elaboracién adicional.

Los dos mddulos también se pueden configurar para procesar una sola muestra, donde la multiplexacion espacial
permite la PCR/LDR de "pixel", donde los productos de la LDR permiten la enumeracién de las moléculas diana
originales. Esto es analogo a la PCR digital, pero a un nivel de multiplexaciéon mas alto (véase la Figura 6). En esta
configuracion, el ADN y el ARN de una sola muestra se distribuye en 24 camaras antes de la PCR-LDR multiplexada
como se muestra en la Figura 7. En esta realizacion, algunas camaras tienen una molécula diana o ninguna. Tras la
multiplexacion, los productos de la LDR se distribuyen a lo largo de una columna, por ejemplo, 16 pocillos de la placa
de microtitulacién (Figura 7). Los conjuntos de cebadores marcadores con sondas TagMan™ dirigidas a diana, o de
forma alternativa, conjuntos de cebadores UniTaq, se afiaden a lo largo de las filas (véase la Figura 8), lo que permite
la PCR en tiempo real (véase la Figura 9). Los resultados se interpretan basandose en una distribucion de Poisson del
valor Ct que representa una integral mdultiple de una sola molécula de la mezcla original, es decir, 0, 1, 2 etc. Las
Figuras 29 y 30 muestran una distribucion de Poisson de 6 a 48 y de 12 a 96 moléculas en 24 pocillos, respectivamente,
y las Figuras 31 y 32 muestran una distribucion de Poisson de 12 a 96 y de 24 a 192 moléculas en 48 pocillos,
respectivamente. La Figura 9, fila A muestra (n.° de direcciones: n,° de moléculas diana iniciales) de (17:0; 6:1; 1:2),
lo que corresponde a 8 moléculas. La Figura 9, fila K muestra (7:0; 10:1; 5:2; 2:4), lo que corresponde a
aproximadamente 30 moléculas.

Se puede utilizar una forma diferente de dilucion y distribucion para enumerar moléculas en un mayor intervalo, como
se ilustra para la cuantificacion de miARN o ARNm, en las Figuras 10-13. En este punto, la muestra inicial se distribuye
entre 8 camaras, se diluye 10 veces y se distribuye entre 8 camaras mas, etc. (véase la Figura 11). Las muestras se
someten a RT-PCR y LDR multiplexada, y los productos de la LDR se distribuyen individualmente a lo largo de una
columna (Figura 11). Los conjuntos de cebadores marcadores con sondas TagMan™ dirigidas a diana, o de forma
alternativa, conjuntos de cebadores UniTaq, se afiaden a lo largo de las filas (véase la Figura 12), lo que permite la
PCR vy la deteccién en tiempo real (véase la Figura 13). Para el ejemplo de las 24 camaras, esto se puede cuantificar
en 3 ordenes de magnitud, pero para 48 camaras puede cubrir 6 6rdenes de magnitud para las diferencias. Las Figuras
33-37 muestran distribuciones de Poisson de 1 a 128 moléculas en 8 pocillos. En el ejemplo ilustrado en la Figura 13,
fila G, las dos primeras diluciones proporcionan una sefial mas alta que los ultimos 8 pocillos (1:0; 3:1; 3:2; 1:4), lo que
corresponde a aproximadamente 14-16 x 100 x 1,25 = 1.750 a 2.000 moléculas. En contraste, la fila N de la Figura 13
proporciona sefial solamente en los primeros 8 pocillos de la distribucion (4:0; 3:1; 1:2), lo que corresponde a
aproximadamente 5-6 x 1,25 = 6 a 8 moléculas.

La segunda familia de disefios de ensayo se basa en una amplificacién inicial por PCR o RT-PCR multiplexada seguida
por distribucion y captura de las dianas amplificadas por la PCR en los pocillos de una placa de microtitulacion. Un
Unico ciclo de LDR permite capturar los productos de la LDR de las dianas correctas sobre el soporte sélido, mientras
que las ligaduras incorrectas se eliminan por lavado. Los productos de la LDR se cuantifican, bien mediante LDR-
FRET, PCR en tiempo real u otros sistemas indicadores.

El primer médulo toma una muestra de entrada de sangre, y separa las CTC si estan presentes, separa el plasma de
los glébulos rojos, y los exosomas del plasma, y después purifica (i) ADN y ARN a partir de las CTC si estan presentes,
(i) el miARN y el ARN a partir de los exosomas, y (iii) el ADNIc del plasma.

El segundo moédulo permite la distribucion de los componentes anteriores en 24 o 48 camaras o pocillos para
multiplexado espacial con amplificacion proporcional por PCR o RT-PCR multiplexada de la diana génica, promotor,
regiones de miARN o ARNm. Estos incluyen: (i) regiones cromosoémicas especificas para la enumeracion del nimero
de copias a partir de las CTC, (ii) ARNm especificos de variantes de corte y empalme o de fusion génica procedente
de las CTC, (iii) miARN especificos procedentes de exosomas, (iv) ARNm especificos procedentes de exosomas, (v)
regiones de ADN especificas de genes cancerosos procedentes de ADNIc, y (vi) regiones promotoras especificas
(metiladas) procedentes de ADNIc.
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El tercer moédulo permite la distribucion espacial de los productos anteriores a lo largo de una columna, por ejemplo,
16 pocillos de la placa de microtitulacion, seguido de la captura de la diana amplificada sobre el soporte sélido, por
ejemplo, en una configuracion 24 x 16 o 48 x 32. Este moédulo permite capturar los productos de la LDR sobre el
soporte solido, seguido por la deteccion y enumeracion de los productos de la LDR para proporcionar resultados
cuantitativos para cada marcador.

El primer y el segundo médulos se pueden configurar para procesar simultaneamente multiples muestras en el modo
de ensayo de cribado, en los productos de la LDR proporcionan resultados cuantitativos relativos, analogos a la lectura
de PCR en tiempo real (véase la introduccion esquematica de Figura 14). En esta configuracién, el ADN y el ARN
aislados de diversas fracciones sanguineas procedentes de 24 muestras individuales se someten a LDR y RT-PCR
multiplexada, después se distribuyen a lo largo de una columna, por ejemplo, 16 pocillos de la placa de microtitulacion,
y se captura sobre el soporte solido (véanse la Figuras 15 y 16). Las sondas LDR se afiaden a lo largo de las filas, y
la ligadura sobre la diana correcta captura el producto mientras el cebador que no ha reaccion se elimina por lavado
(Figura 17). Los resultados de la LDR-FRET ilustrados en la Figura 18 se muestran en sus respectivos pocillos, aunque
en este médulo, los productos también se pueden desnaturalizar selectivamente y enumerarse usando electroforesis
capilar para proporcionar resultados cuantitativos. En esta ilustracion (Figura 18), las muestras n.° 2 y 15 tienen una
sefal intensa en >5 posiciones, por tanto son positivos provisionales, mientras la muestra 8 con 4 sefiales débiles
también requerira elaboracion adicional.

Los dos mddulos también se pueden configurar para procesar una sola muestra, donde la multiplexacion espacial
permite la PCR/LDR de "pixel", en el que los productos de la LDR permiten la enumeracién de las moléculas diana
originales, analogo a la PCR digital, pero a un nivel de multiplexacién mas alto (Figura 19). En esta configuracion, el
ADN y el ARN de una sola muestra se distribuye en 24 camaras antes de la PCR multiplexada (Figura 20), de forma
que algunas camaras tienen una o ninguna molécula diana. Los amplicones se distribuyen a lo largo de una columna,
por ejemplo, 16 pocillos de la placa de microtitulacion, y se captura sobre el soporte sélido (Figuras 20 y 21). La adicién
de la sonda LDR vy la deteccion del producto de la LDR es como anteriormente (Figuras 22 y 23). Los resultados se
interpretan basandose en una distribucion de Poisson del valor LDR que representa una integral multiple de una sola
molécula de la mezcla original, es decir, 0, 1, 2 etc. Las Figuras 29 y 30 muestran la distribucion de Poisson de 6-48 y
12-96 moléculas en 24 pocillos, respectivamente, y las Figuras 31 y 32 muestran la distribucién de Poisson de 12-96
y 24-192 moléculas en 48 pocillos, respectivamente. La Figura 23, fila A muestra (n.° de direcciones: n,° de moléculas
diana iniciales) de (17:0; 6:1; 1:2), lo que corresponde a 8 moléculas. La Figura 23, fila K muestra (7:0; 10:1; 5:2; 2:4),
lo que corresponde a aproximadamente 30 moléculas.

Se puede utilizar una forma diferente de dilucion y distribucién para enumerar moléculas en un mayor intervalo, como
se ilustra para la cuantificacion de miARN o ARNm, en las Figuras 24-28. En este punto, la muestra inicial se distribuye
entre 8 camaras, se diluye 10 veces y se distribuye entre 8 camaras mas, etc. (Figura 25). Las muestras se someten
a RT-PCR y LDR multiplexada y se distribuyen a lo largo de una columna. Los productos de la RT-PCR se capturan
sobre un soporte sdlido (Figura 26) y el conjunto de cebadores LDR se afiade a lo largo de las filas (véase la Figura
27). Para el ejemplo de las 24 camaras, esto se puede cuantificar en 3 érdenes de magnitud, pero para 48 camaras
puede cubrir 6 6rdenes de magnitud para las diferencias (véanse las distribuciones de Poisson de las Figuras 33-37).
En el ejemplo ilustrado en la Figura 28, fila G, las dos primeras diluciones proporcionan una sefial mas alta que los
ultimos 8 pocillos (1:0; 3:1; 3:2; 1:4), lo que corresponde a aproximadamente 14-16 x 100 x 1,25 = 1.750 a 2.000
moléculas. En contraste, la Figura 28, fila N proporciona sefial solamente en los primeros 8 pocillos de la distribucion
(4:0; 3:1; 1:2), lo que corresponde a aproximadamente 5-6 x 1,25 = 6 a 8 moléculas.

Falsos positivos y proteccion contra arrastres

Existe un desafio técnico para distinguir entre una sefial verdadera generada a partir de las diferencias deseadas de
los acidos nucleicos especificos de enfermedad y una sefial falsa generada a partir de los acidos nucleicos normales
presentes en la muestra y de la sefial falsa generada en ausencia de diferencias de acidos nucleicos especificos de
enfermedad (es decir, mutaciones somaticas).

Se presentan a continuacién numerosas soluciones a estos desafios, pero comparten algunos temas comunes.

El primer tema es el multiplexado. La PCR funciona mejor cuando la concentracion de cebadores es relativamente
alta, de 50 nM a 500 nM, lo que limita el multiplexado. Ademas, cuantos mas pares de cebadores PCR se afiaden, las
posibilidades de amplificar productos incorrectos o de crear dimeros de cebadores aumenta exponencialmente. En
contraste, para las sondas de LDR, se utilizan concentraciones bajas de aproximadamente 4 nM a 20 nM y los dimeros
de cebadores quedan limitados por el requisito de hibridacion adyacente sobre la diana para permitir un evento de
ligadura. El uso de bajas concentraciones de cebadores especificos de la PCR o sondas de LDR que contienen "colas"
de secuencias de cebadores universales permite la adicion posterior de concentraciones mas elevadas de cebadores
universales para conseguir la amplificacion proporcionar de los productos de la PCR o LDR iniciales. Otra forma de
evitar o minimizar falsos amplicones de la PCR o dimeros de cebadores es utilizar cebadores de PCR que contengan
unas pocas bases adicionales y un grupo bloqueante, que se libera para formar un 3'OH libre por escisién con una
nucleasa solamente cuando se hibridan con la diana, por ejemplo, una base de ribonucleétido como el grupo
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bloqueante y la ARNasa H2 como la nucleasa de escision.

El segundo tema es la fluctuacion de la sefial debido a la baja cantidad inicial de los acidos nucleicos diana. A menudo,
el acido nucleico diana originado en unas pocas células, bien capturado como CTC o procedente de células tumorales
que han experimentado apoptosis y han liberado su ADN en forma de fragmentos pequefios (140 - 160 pb) en el suero.
En dichas condiciones, es preferible realizar cierto nivel de amplificacion proporcional para evitar que se pierda la
sefial en su conjunto o notificar un numero de copias inadecuado debido a fluctuaciones cuando se distribuyen
pequenas cantidades de moléculas de partida en pocillos individuales (para cuantificacion de la PCR en tiempo real o
en goticulas). Siempre que estas amplificaciones universales iniciales se mantengan a un nivel razonable
(aproximadamente de 12 a 20 ciclos), se minimiza el riesgo de contaminacion por arrastre durante la apertura del tubo
y la distribuciéon de los amplicones para la posterior deteccion/cuantificacion (usando la PCR en tiempo real o en
goticulas).

El tercer tema es la sefal independiente de la diana, también conocido como "Sin control de molde" (NTC). Esto surge
de las reacciones tanto de la polimerasa como de la ligasa que se producen en ausencia de la diana correcta. Parte
de esta sefial se puede minimizar mediante un disefio de cebadores razonable. Para las reacciones de ligadura, la
actividad nucleasa 5'— 3' de la polimerasa se puede utilizar para liberar el fosfato 5' del cebador de ligadura en
direccion 3' (solamente cuando se hibrida con la diana), de forma que sea adecuado para la ligadura. Se puede
conseguir una especificidad adicional para distinguir la presencia de una mutacién de bajo nivel mediante: (i) uso de
sondas LDR en direccion 5' que contienen un emparejamiento incorrecto en la 22 o 32 posicion desde el 3'OH, (ii) uso
de sondas LDR para la secuencia natural que (opcionalmente) se ligan pero no experimentan amplificacion adicional,
y (iii) uso de sondas LDR en direccion 5' que contienen unas pocas bases adicionales y un grupo bloqueante, que se
libera para formar un 3'OH libre por escisién con una nucleasa solamente cuando se hibridan con la diana
complementaria (por ejemplo, ARNasa H2 y una base de ribonucleétido).

El cuarto tema es bien suprimir (reducir) la amplificacién o la amplificacién incorrecta (falsa) debido a cebadores no
utilizados en la reaccién. Un enfoque para eliminar dichos cebadores no utilizados es capturar el ADN gendmico o
diana o diana amplificada en un soporte soélido, permite sondas de ligadura para hibridar y ligar, y después eliminar
las sondas o los productos que no se hayan hibridado. Las soluciones alternativas incluyen la preamplificacion, seguido
por etapas posteriores de LDR y/o PCR anidada, de forma que haya un segundo nivel de seleccién en el proceso.

El quinto tema es la prevencion del arrastre. La sefal de arrastre se puede eliminar mediante incorporacién de uracilo
normal durante la etapa de amplificacion universal, y el uso de UDG (y, opcionalmente, de la endonucleasa AP) en el
procedimiento de elaboracién durante la preamplificacién. La incorporacion de la prevencion de arrastres es
fundamental para los métodos de la presente invencién, como se describe con mayor detalle a continuacion. La
amplificacién por PCR inicial se realiza usando la incorporacién de uracilo. La reaccion de la LDR se realiza con sondas
LDR que carecen de uracilo. Por lo tanto, cuando los productos de la LDR se someten a cuantificacion mediante la
PCR en tiempo real, la adicién de UDG destruye los productos de la PCR iniciales, pero no los productos de la LDR.
Ademas, puesto que la LDR es un proceso lineal, y que los cebadores marcadores utilizan secuencias ausentes del
genoma humano, el arrastre accidental de los productos de la LDR de nuevo hacia la PCR original no producira
amplificaciéon independiente del molde. Los esquemas adicionales para proporcionar prevencion de arrastres con
dianas metiladas incluyen el uso de endonucleasas de restriccion antes de la amplificacion, o después del tratamiento
con bisulfito si se utiliza este ultimo enfoque, como se describe mas adelante.

Métodos para identificar marcadores de enfermedades

Un primer aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas
moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de
nucledtidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas
nucleétidos, uno o mas numeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados. Este
método implica proporcionar una muestra que contiene potencialmente una o mas moléculas de acidos nucleicos que
contienen la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos
nucleicos en uno o mas nucleétidos, uno o0 mas nimeros de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o uno o
mas restos metilados, y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de
acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas conjuntos de
cebadores de oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios
(@) un primer cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucledtidos que es
complementaria de una secuencia adyacente a la secuencia de nucledtidos diana, y (b) un segundo cebador de
oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una parte de un
producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonuclétidos primario. La muestra puesta en contacto
se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, una mezcla de desoxinucleotidos
que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa, y la
mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa se someta a uno o mas ciclos de reacciéon en cadena de la
polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridaciéon y un tratamiento de
extensién, formando asi productos de extension primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un
complemento de la misma. El método implica ademas combinar los productos de extension primaria con una ligasa y

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784342 T3

uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura. Cada conjunto
de sondas de oligonucledtidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleétido que tiene un porcidon especifica
de la secuencia de nucleétidos diana, y (b) una segunda sonda de oligonucleétido que tiene un porcién especifica de
la secuencia de nucleétidos diana, en el que la primera y segunda sondas de oligonucledtidos de un conjunto de
sondas se configura para hibridarse, de forma especifica de la base, adyacente entre si a una secuencia de nucleétidos
diana complementaria de un producto de extensién primario con una union entre las mismas. Las primera y segunda
sondas de oligonucledtidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucledtidos se ligan entre si para formar
secuencias de producto ligadas en la mezcla de la reaccion de ligadura, y las secuencias de producto ligadas de las
muestras se detectan y se distinguen para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos nucleicos que
contienen secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias de nucledtidos de otras moléculas de acidos
nucleicos de la muestra en uno o mas nucleétidos, uno o0 mas nimeros de copias, una o mas secuencias de transcritos,
y/o uno o mas restos metilados.

Las Figuras 38-44 ilustran diversas realizaciones de este aspecto de la presente divulgacion.

La Figura 38 (etapas A-F) ilustra una reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones en ADN genémico o ADNIc. Este método comienza aislando el ADN gendmico o el ADN exento de células
(ADNIc) como se muestra en la etapa A. Como se muestra en la Figura 38 (etapa B), la muestra de ADN se trata con
una enzima que puede digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) que pueden estar
presentes en la muestra. Las enzimas adecuadas incluyen, aunque no de forma limitativa, uracilo ADN glicosilasa
(UDG) de E. coli, UDG antartica termolabil, o uracilo ADN glicosilasa humana monofuncional selectiva para la version
monocatenaria (hRSMUG1). A continuacion, la muestra se somete a una reaccion de amplificacion, por ejemplo, una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las regiones de interés que contienen mutaciones. La
reaccion de amplificacion se lleva acabo usando cebadores especificos de locus y una mezcla de desoxinucleotidos
que incluye dUTP. En una realizacion, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20 ciclos) para mantener
las relaciones relativas entre los diferentes amplicones que se producen. En otra realizacion, las regiones de interés
se amplifican utilizan 20-40 ciclos. Los productos amplificados contienen dU como se muestra en la Figura 38, etapa
C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 38 etapa D, sondas de oligonucleétidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. La sonda de oligonucledtidos en direccién 5' contiene una porcion
especifica de cebador en 5' (Ai) y la sonda de oligonucleétidos en direccion 3' contiene una porcién especifica de
cebador en 3' (Ci') que permite la posterior amplificacion del producto de ligadura. Tras la ligadura, los productos de
ligadura se distribuyen mediante alicuotas en pocillos separados que contienen uno o mas pares de cebadores
especificos de la marca, comprendiendo cada par los cebadores emparejados Ai y Ci, tratados con UDG o enzima
similar para eliminar los productos de amplificacién que contienen dU o contaminantes, se amplifican mediante la PCR,
y se detectan. Como se muestra en las Figuras 38, etapas E & F, la deteccion del producto de ligadura se puede llevar
a cabo usando tradicional ensayo de detecciéon TagMan™ (véase la patente de Estados Unidos n.° 6.270.967 de
Whitcombe et al., y la patente de Estados Unidos n.° 7.601.821 de Anderson et al.). Para deteccion usando TagMan™
se utiliza una sonda de oligonucledtidos que amplian la unién de ligadura junto con cebadores adecuados para
hibridarse sobre las partes especificas de cebadores de los productos de ligadura para su amplificacion y deteccion.
La sonda TagMan™ contiene un grupo indicador fluorescente en un extremo (F1) y una molécula inactivadora (Q) en
el otro extremo, que estan lo suficientemente cerca entre si en la sonda intacta para que la molécula inactivadora
inactive la fluorescencia del grupo indicador. Durante la amplificacion, la sonda TagMan™ y el cebador en direccion 5'
se hibridan con sus regiones complementarias del producto de ligadura. La actividad nucleasa 5'— 3' de la polimerasa
extiende el cebador hibridado y libera el grupo fluorescente de la sonda TagMan™ para generar una sefial detectable
(Figura 38, etapa F). El uso de dUTP durante la reaccion de amplificacion genera productos que contienen dU, que
posteriormente se pueden destruir usando UDG para prevencion de arrastres.

La Figura 39 ilustra una reaccion de PCR-gLDR con prevencién de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones en
ADN genoémico o ADNIc. Este método comienza aislando el ADN gendmico o el ADN exento de células (ADNIc) como
se muestra en la etapa A. Como se muestra en la Figura 39, etapa B, la muestra de ADN se trata con una enzima que
digiere el desoxiuracilo (dU), tal como UDG, para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que
pueden estar presentes en la muestra, y después se somete a una reaccion de amplificacion, por ejemplo, una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar las regiones de interés que contienen mutaciones. La reaccion de
amplificacion se lleva acabo usando cebadores especificos de locus y una mezcla de desoxinucleétidos que incluye
dUTP. En una realizacion, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20 ciclos) para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones que se producen. En otra realizacion, las regiones de interés se amplifican
utilizan 20-40 ciclos. En esta realizacion, los cebadores especificos de locus también contienen regiones cebadoras
en 5', por ejemplo, regiones cebadoras universales, que permiten una amplificacion por PCR universal posterior
utilizando cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacién que
contienen la region de interés (Figura 39, etapa B).

Como se muestra en la Figura 39, etapa C, los productos de amplificacion incorporan dU, lo que permite la prevencion
de arrastres, y se capturan sobre un soporte solido mediante el resto de biotina agregado en 5'. La mutacion de interés
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se detecta usando sondas de ligadura especificas de la mutacién, como se ilustra en la Figura 39, etapa D. En esta
realizacion, la primera sonda de ligadura contiene una region especifica de la diana en 3'y una secuencia de cola en
5' con un resto donante o aceptor, y la segunda sonda de ligadura de un conjunto de cebadores contiene una region
especifica de la diana en 5' y una secuencia de cola en 3' con un resto donando o aceptor, respectivamente. Las
secuencias de cola en 5'y 3' de las sondas de ligadura de un conjunto de sondas son complementarias entre si, los
grupos aceptor y donante pueden generar una sefial detectable mediante transferencia de energia por resonancia de
Forster (FRET) cuando quedan muy cerca uno de otro. Tras la ligadura, las sondas de oligonucleétidos no ligadas se
eliminan por lavado, y el producto de ligadura se desnaturaliza a partir de los productos de amplificacién inmovilizados.
Tras la desnaturalizacion (Figura 39, etapa E), las secuencias de cola complementarias en 5'y 3' de los productos de
ligadura se hibridan entre si poniendo los grupos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial
FRET detectable.

Los productos de ligadura formados de acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion se pueden distinguir
usando una alternativa a la deteccién FRET. Por ejemplo, la sonda en direccion 5' puede contener un grupo indicador
fluorescente en el extremo 5' seguido por la porcién de secuencia de la cola, un grupo inactivador (por ejemplo, ZEN),
y la porcion especifica de diana como se muestra en la Figura 39, etapa F. En la forma monocatenaria, el grupo
fluorescente se inactiva mediante el grupo Zen. Después del ligamiento en direccién 5' y 3' de las sondas de ligamiento
y de la desnaturalizacion del producto de ligamiento resultante, las porciones de cola en 5'y 3' complementarias del
producto de ligadura se hibridan para formar una porcion bicatenaria corta. En esta formacién, el grupo indicador ya
no queda inactivado por el grupo inactivador y se produce una sefial detectable.

La Figura 39 ilustra un enfoque de superficie revestida con estreptavidina-cebador universal biotinilado para capturar
productos de extension sobre un soporte sélido. Dicha captura puede producirse antes o después de la etapa de
ligadura. Otros enfoques para unir el producto al soporte sélido incluyen la unién covalente entre una parte o la mayoria
del cebador universal y el soporte sdlido antes de la amplificacion mediante PCR.

Ademas de capturar los productos de extensién de la polimerasa usando biotina-estreptavidina, los cebadores se
pueden disefar para incluir una secuencia de captura en el extremo 5', un grupo bloqueante de la extension mediante
polimerasa, y una porcién universal o especifica de diana en el extremo 3'. Después de la amplificacion, la porcion de
secuencia de captura en 5' de los productos sera monocatenaria, y si se trata de una secuencia larga y/o rica en GC,
se puede capturar sobre una secuencia complementaria en condiciones que permiten la desnaturalizacion de la hebra
no capturada, o su eliminacion por escision, por ejemplo, escision mediante la exonucleasa lambda. La etapa de
captura se puede mejorar mediante el uso de PNA, LNA u otros analogos de nucleétidos dentro del cebador, secuencia
de sonda de captura o ambos.

En otra realizacién, el cebador puede estar unido covalentemente a la superficie sélida usando dibenzociclooctilo
(DBCO) para quimica de clic exenta de cobre (a una azida); 5-octadiinil dU para quimica de clic (a una azida);
aminomodificador C6 dT (para union peptidica); o azida, para quimica de clic a un alqueno o DBCO.

La Figura 40 (etapas A-F) ilustra otra reaccion de PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones. EI ADN genémico o el ADNIc se aislan (Figura 40, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con
UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra. En
esta realizacion, la amplificacion inicial se lleva a cabo usando cebadores PCR especificos de locus que contienen un
grupo bloqueante escindible en sus extremos 3'. El grupo bloqueante evita la extension de polimerasa no especifica
de la diana, y la amplificacion. Como se muestra en la Figura 40, etapa B, un grupo bloqueante adecuado es una base
de ARN (r) que se escinde mediante ARNasa-H (simbolo de estrella) solamente después de la hibridacion del cebador
con su secuencia de complementaria (véase, por ejemplo, Dobosy et. al. "RNase H-Dependent PCR (rhPCR):
Improved Specificity and Single Nucleotide Polymorphism Detection Using Blocked Cleavable Primers", BMC
Biotechnology 11(80): 1011 (2011)). La escision de la base de ARN libera un 3'OH adecuado para su extension
mediante la polimerasa.

Tras la escision de los grupos bloqueantes del cebador, la region de interés se amplifica, y el producto de la PCR que
contiene dU permite la prevencién de arrastre (Figura 40, etapa C). Las sondas de oligonucledtidos especificas de
diana que contienen los cebadores marcados (Ai y Ci') se hibridan después con los productos amplificados de forma
especifica de la base, y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria (Figura 40, etapa D). Los productos de ligadura se detectan usando pares
de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas TagMan™ que amplian la unién de ligadura como se describe en la Figura
38 (véase la Figura 40, etapas E-F).

La Figura 41 (etapas A-F) ilustra otra reaccion de PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones. EI ADN genémico o el ADNIc se aislan (Figura 41, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con
UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra
(Figura 41, etapa B). La region de interés se amplifica usando cebadores especificos de locus y una mezcla de
desoxinucledtidos que incluye dUTP. En una realizacion, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20
ciclos) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones que se producen. En otra realizacion,
las regiones de interés se amplifican utilizan 20-40 ciclos. Los productos amplificados contienen dU como se muestra
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en la Figura 41, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 41 etapa D, sondas de oligonucleétidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucledétidos en direccion 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacion de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura, mientras que la sonda de oligonucleétidos en
direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia de acidos nucleicos natural (no mutada) no
contiene una porcion especifica de cebador en 5'. La sonda de oligonucleétidos en direccion 3', que tiene una
secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene una porcion especifica de cebador en 3' (Ci')
que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccion 5' que tiene una secuencia especifica
para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y deteccion solamente de los productos mutantes ligados.
Como se ilustra en la etapa D de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura
en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base
de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 41, etapa D). Tras la ligadura, los productos de
ligadura se pueden detectar usando pares de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas TagMan™ que amplian la
union de ligadura como se describe en la Figura 38 (véase la Figura 41, etapas E-G), o mediante el uso de otros
medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 42 ilustra otra reaccion de PCR-gLDR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones. El
ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 42, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con UDG para digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra (Figura 42, etapa B).
La region de interés se amplifica usando cebadores especificos de locus y una mezcla de desoxinucleotidos que
incluye dUTP. En esta realizacion, los cebadores especificos de locus también contienen regiones cebadoras en 5',
por ejemplo, regiones cebadoras universales. Dichas secuencias permiten una amplificacion por PCR universal
posterior utilizando cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion
que contienen la regidn de interés (Figura 42, etapa B). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un
soporte solido y la mutacion de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la mutacion, como se
ilustra en la Figura 42, etapa D. En esta realizacion, las sondas de ligadura de un par de ligadura que puede detectar
la secuenciacion del acido nucleico mutante (pero no la secuencia natural) contiene secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba para la Figura 39. Como se ilustra en la
etapa D de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante
escindible en 3', (por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'.
Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para
generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 42, etapa D). Tras la ligadura (Figura 42, etapa E), los
extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos
restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 42, etapa F).

La Figura 43 ilustra otra reaccion de PCR-gLDR con prevencién de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones. El
ADN gendémico o el ADNIc se aislan (Figura 43, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con UDG para digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra (Figura 43, etapa B).
La region de interés se amplifica usando cebadores especificos de locus y una mezcla de desoxinucleotidos que
incluye dUTP. En esta realizacion, los cebadores especificos de locus también contienen regiones cebadoras en 5/,
por ejemplo, regiones cebadoras universales. Estas regiones permiten una amplificacién por PCR universal posterior
utilizando cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacién que
contienen la region de interés (Figura 43, etapa B). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un
soporte solido y la mutacion de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la mutacion, como se
ilustra en la Figura 43, etapa D. En esta realizacion, las sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas se
disefian de forma que la base mas en direccion 3' de la primera sonda de oligonucleétidos esta solapada por la base
mas en direccion 5' inmediatamente flanqueante de la segunda sonda de oligonucledtidos que es complementaria de
la molécula de acidos nucleicos diana como se muestra en la Figura 43, etapa D. El oligonucleétido solapante se
denomina como "aleta". Cuando el oligonucleédtido solapante de aleta de la segunda sonda de oligonucleétidos es
complementario de la secuencia de la molécula de acidos nucleicos diana y la misma secuencia que el nucledtido final
en 3' de la primera sonda de oligonucleodtidos, el enlace fosfodiéster inmediatamente en direccion 5' respecto del
nucleétido de solapa de la segunda sonda de oligonucledtidos se escinde de forma discriminante por una enzima que
tiene una endonucleasa de aleta (FEN) o actividad nucleasa en 5' (por ejemplo la endonucleasa 5'-3' de la polimerasa
Taq). Esta actividad especifica de FEN produce un extremo 5' fosfato competente para la ligadura en la segunda sonda
de oligonucledtidos que esta precisamente colocado a lo largo del 3' OH adyacente de la primera sonda de
oligonucledtidos. Como consecuencia de (a) hibridacion especifica de diana mediante sondas de oligonucledtidos
adyacentes entre si, (b) generacion selectiva de 5' fosfatos solamente cuando el nucleétido de aleta escindido se
corresponde con el molde, y (c) adicion de una ligasa que discrimina contra el emparejamiento de no de Watson-Crick
para la base en 3' de la primera sonda de oligonucleétidos, se consigue una especificidad y sensibilidad de deteccion
de dianas muy elevada. De acuerdo con esta realizacion, las sondas de oligonucleétidos para ligadura también
contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar
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una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba para la
Figura 39. Tras la ligadura (Figura 43, etapa E), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de
ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar
una sefal FRET detectable (Figura 43, etapa F).

La Figura 44 ilustra otra reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones.
El ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 44, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con UDG para digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra (Figura 44, etapa B).
La region de interés se amplifica usando cebadores especificos de locus y una mezcla de desoxinucleotidos que
incluye dUTP. En esta realizacion, las sondas de ligadura se disefian para contener el cebador UniTaq y las secuencias
marcadoras para facilitar las detecciones. El sistema UniTaq se describe completamente en la publicacién de la
solicitud estadounidense con nuimero 2011/0212846 de Spier. El sistema UniTaq implica el uso de tres Unicas
secuencias "marcadoras”, donde al menos una de las secuencias marcadoras Unicas (Ai) esta presente en la primera
sonda de oligonucledtidos, y la segunda y tercera porciones marcadoras Unicas (Bi' y Ci') estan en la secuencia de la
segunda sonda de oligonucledtidos como se muestra en la Figura 44, etapa D. Tras ligadura de las sondas de
oligonucledtidos en un conjunto de sondas, el producto de ligadura resultante contendra las secuencias especificas
de diana de la secuencia Ai-secuencia Bi'-secuencia Ci'. La esencia del enfoque UniTaq es que ambas sondas de
oligonucledtidos de una sonda de ligadura deben ser correctas para obtener una sefial positiva, lo que permite una
deteccion de acidos nucleicos fuertemente multiplexada. Por ejemplo, y como se describe en el presente documento,
esto se consigue exigiendo la hibridacién de dos partes, es decir, dos de las marcas, entre si.

Antes de detectar el producto de ligadura, la muestra se trata con UDG para destruir los amplicones diana originales,
permitiendo solamente que se detecten los auténticos productos de ligadura. Para la deteccion, el producto de ligadura
que contiene Ai (una primera porcion especifica de cebador), Bi' (una porcién de deteccion UniTaq) y Ci' (una segunda
porcion especifica de cebador) se ceba sobre ambas hebras usando un primer cebador de oligonucleétidos que tiene
la misma secuencia de nucleétidos que Ai, y un segundo cebador de oligonucleétidos que es complementario de Ci'
(es decir, Ci). El primer cebador de oligonucledtidos también incluye una sonda de deteccion UniTaq (Bi) que tiene
una etiqueta F1 detectable en un extremo y una molécula inactivadora (Q) en el otro extremo (F1-Bi-Q-Ai).
Opcionalmente situada cerca del inactivador hay una unidad de bloqueo de la polimerasa, por ejemplo, HEG, THF,
Sp-18, ZEN o cualquier otro blogqueante conocido en la técnica que sea suficiente para detener la extension de la
polimerasa. La amplificacion por PCR da como resultado la formacién de productos bicatenarios, como se muestra en
la Figura 44, etapa F). En este ejemplo, una unidad de bloqueo de la polimerasa evita que la polimerasa copie la parte
5' (Bi) del primer cebador universal, de forma que la hebra inferior del producto no puede formar una horquilla cuando
se convierte en monocatenario. La formacién de dicha horquilla daria como resultado la hibridacién del extremo 3' del
tallo con el amplicon, de forma que la extension mediante polimerasa de este extremo 3' finalizaria la reaccién de la
PCR.

Los productos de la PCR bicatenarios se desnaturalizan, y cuando la temperatura se disminuye posteriormente, la
hebra superior del producto forma una horquilla que tiene un tallo entre la porcion 5' (Bi) del primer cebador de
oligonucledtidos y la porcién Bi' en el extremo opuesto de la hebra (Figura 44, etapa G). También durante esta etapa,
el segundo cebador de oligonucledtidos se hibrida con la porcion especifica de cebador en 5' (Ci') del producto en
horquilla. Tras la extension del segundo cebador universal en la etapa G, la actividad nucleasa en 5' de la polimerasa
escinde la etiqueta detectable D1 o la molécula inactivadora del extremo 5' del amplicén, aumentando de esta forma
la distancia entre la etiqueta y el inactivador y permitiendo la deteccién de la etiqueta.

La Figura 145 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones de bajo nivel. EI ADN gendémico o el ADNIc se aislan (Figura 145, etapa A), y la muestra de ADN aislado
se trata con UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la
muestra (Figura 145, etapa B). La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores selectivos de
mutacion en direccion 5', cebadores especificos de locus en direccion 3', y una mezcla de desoxinucledtidos que
incluye dUTP. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir
un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN especifica de mutacion
(mr), en el cebador especifico de la mutacion en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la
ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH adecuado para la extension
mediante polimerasa (Figura 145, etapa D). La ARNasa H escinde preferentemente la base de ARN cuando esta se
corresponde perfectamente con el ADN mutante, pero sera menos probable que escinda la base de ARN cuando se
hibrida con el ADN natural. Una vez que se ha producido la reaccién de escision, la polimerasa extiende fielmente el
3'OH liberado y copia la base mutante o natural de la diana. Por lo tanto, a diferencia de la PCR especifica de alelo,
el cebador de la PCR no propaga una mutacién derivada del cebador. En cambio, al copiar la base mediante ciclos
repetidos de hibridacion, escision, elongacion y desnaturalizacion, esta PCR amplifica selectivamente la diana mutante
respecto de la diana natural en cada ciclo de amplificacién. Los cebadores opcionales con la secuencia natural carecen
de la base de ARN y quedan bloqueados, reduciendo adicionalmente la amplificacion de la secuencia natural.
Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados
contienen dU como se muestra en la Figura 145, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una
enzima similar para evitar el arrastre.
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Como se muestra en la Figura 145 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucledétidos en direccion 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacién de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura, mientras que la sonda de oligonucleétidos en
direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia de acidos nucleicos natural (no mutada) no
contiene una porcion especifica de cebador en 5'. La sonda de oligonucleétidos en direccion 3', que tiene una
secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene una porcion especifica de cebador en 3' (Ci')
que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccién 5' que tiene una secuencia especifica
para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y deteccion solamente de los productos mutantes ligados.
Como se ilustra en la etapa D de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura
en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base
de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 145, etapa D). Tras la ligadura, los productos
de ligadura se pueden detectar usando pares de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas TagMan™ que amplian la
union de ligadura como se describe en la Figura 38 (véase la Figura 145, etapas E-G), o mediante el uso de otros
medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 146 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones de bajo nivel. EI ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 146, etapa A), y la muestra de ADN aislado
se trata con UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la
muestra (Figura 146, etapa B). La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores selectivos de
mutacion en direccion 5', cebadores especificos de locus en direccion 3', y una mezcla de desoxinucledtidos que
incluye dUTP. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir
un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN especifica de mutacion
(mr), en el cebador especifico de la mutacion en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la
ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH adecuado para la extension
mediante polimerasa (Figura 146, etapa D). La ARNasa H escinde preferentemente la base de ARN cuando esta se
corresponde perfectamente con el ADN mutante, pero sera menos probable que escinda la base de ARN cuando se
hibrida con el ADN natural. Una vez que se ha producido la reaccién de escision, la polimerasa extiende fielmente el
3'OH liberado y copia la base mutante o natural de la diana. Por lo tanto, a diferencia de la PCR especifica de alelo,
el cebador de la PCR no propaga una mutacién derivada del cebador. En cambio, al copiar la base mediante ciclos
repetidos de hibridacion, escision, elongacion y desnaturalizacion, esta PCR amplifica selectivamente la diana mutante
respecto de la diana natural en cada ciclo de amplificaciéon. Los cebadores opcionales con la secuencia natural carecen
de la base de ARN y quedan bloqueados, reduciendo adicionalmente la amplificacion de la secuencia natural.
Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados
contienen dU como se muestra en la Figura 146, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una
enzima similar para evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 146 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucleétidos en direccién 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacién de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura, mientras que la sonda de oligonucleétidos en
direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia de acidos nucleicos natural (no mutada) no
contiene una porcion especifica de cebador en 5'. La sonda de oligonucleétidos en direccion 3', que tiene una
secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene una porcion especifica de cebador en 3' (Bi'-
Ci") que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccion 5' que tiene una secuencia
especifica para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y deteccién solamente de los productos
mutantes ligados. Como se ilustra en la etapa D de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al
método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3, por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r),
en la sonda de ligadura en direccién 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de
estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 146, etapa D). Tras la
ligadura, los productos de ligadura se amplifican usando cebadores especificos UniTaq (es decir, F1-Bi-Q-Ai, Ci) y se
detectan como se ha descrito mas arriba para la Figura 44 (véase la Figura 146, etapas E-H) o usando otros medios
adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 147 ilustra otra reaccién de PCR-qLDR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones de
bajo nivel. EIl ADN gendémico o el ADNIc se aislan (Figura 147, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con
UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra
(Figura 147, etapa B). La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores selectivos de mutacion en
direccion 5', cebadores especificos de locus en direccion 3', y una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP.
Como se ilustra en la etapa B de esta Figura, se puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN especifica de mutacién (mr),
en el cebador especifico de la mutacién en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasa
H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH adecuado para la extensién mediante
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polimerasa (Figura 147, etapa D). La ARNasa H escinde preferentemente la base de ARN cuando esta se corresponde
perfectamente con el ADN mutante, pero sera menos probable que escinda la base de ARN cuando se hibrida con el
ADN natural. Una vez que se ha producido la reaccién de escision, la polimerasa extiende fielmente el 3'OH liberado
y copia la base mutante o natural de la diana. Por lo tanto, a diferencia de la PCR especifica de alelo, el cebador de
la PCR no propaga una mutacién derivada del cebador. En cambio, al copiar la base mediante ciclos repetidos de
hibridacion, escision, elongacion y desnaturalizacion, esta PCR amplifica selectivamente la diana mutante respecto de
la diana natural en cada ciclo de amplificacién. Los cebadores opcionales con la secuencia natural carecen de la base
de ARN y quedan bloqueados, reduciendo adicionalmente la amplificaciéon de la secuencia natural. En esta realizacion,
los cebadores especificos de locus en direccion 3' también contienen regiones cebadoras en 5', por ejemplo, regiones
cebadoras universales, esto permite la amplificacion por PCR universal utilizando cebadores marcados con biotina
para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés (Figura 146, etapa
B). Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los productos de la
PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte soélido y la mutacion de interés se detecta usando sondas de ligadura
especificas de la mutacién, como se ilustra en la Figura 147, etapa D. En esta realizacion, las sondas de ligadura de
un par de ligadura que puede detectar la secuenciacion del acido nucleico mutante (pero no la secuencia natural)
contiene secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar
una sefal detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba para la
Figura 39. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible en 3', (por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en
direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de
ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 147, etapa D). Tras la ligadura (Figura 147, etapa
E), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus
respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 147,
etapa F).

La Figura 148 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones de bajo nivel. EIl ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 148, etapa A), y la muestra de ADN aislado
se trata con UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la
muestra (Figura 148, etapa B). La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores especificos de
locus en direccidon 5', cebadores especificos de locus en direcciéon 3', una sonda LNA o PNA bloqueante que
comprende la secuencia natural, y una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP. En esta realizacion, se puede
incorporar otra capa de selectividad al método al incluir un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el
separador C3), y una base de ARN (r), en el cebador en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana,
la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH que esta unas pocas bases en
direccion 5' respecto de la mutacion, y adecuado para la extension mediante polimerasa (Figura 148, etapa D). Una
sonda LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia natural que se solapa parcialmente con el cebador de la
PCR en direccion 5' competira preferentemente por la unién a la secuencia natural con el cebador en direccién 5', pero
no tanto con el ADN mutante, y esto suprime la amplificacion del ADN en cada ronda de la PCR. Opcionalmente, se
distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU
como se muestra en la Figura 148, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para
evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 148 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucledétidos en direccion 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacion de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura. Una vez mas, la presencia de la sonda LNA o PNA
bloqueante que comprende la secuencia natural suprime la ligadura a la secuencia natural diana si esta presente
después del enriquecimiento de la secuencia mutante durante la etapa de amplificaciéon mediante PCR. La sonda de
oligonucleotidos en direccion 3', que tiene una secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene
una porcion especifica de cebador en 3' (Ci') que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en
direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y deteccion
solamente de los productos mutantes ligados. Como se ilustra en la etapa D de esta Figura, se puede incorporar otra
capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3),
y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la
ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura
148, etapa D). Tras la ligadura, los productos de ligadura se pueden detectar usando pares de cebadores emparejados
Aiy Ciy sondas TagMan™ que amplian la union de ligadura como se ha descrito mas arriba para la Figura 38 (véase
la Figura 148, etapas E-G), o mediante el uso de otros medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 149 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
mutaciones de bajo nivel. EIl ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 149, etapa A), y la muestra de ADN aislado
se trata con UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la
muestra (Figura 149, etapa B). Los cebadores especificos de locus en direccién 5' se disefian unas pocas bases en
direccion 5' respecto de la mutacion e incluyen un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador
C3), y una base de ARN (r). Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella)
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elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH que es adecuado para la extension mediante polimerasa (Figura
149, etapa D). Una sonda LNA o PNA blogueante que comprende la secuencia natural que se solapa parcialmente
con el cebador de la PCR en direcciéon 5' competira preferentemente por la unién a la secuencia natural con el cebador
en direccion 5', pero no tanto con el ADN mutante, y esto suprime la amplificacion del ADN en cada ronda de la PCR.
Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, 0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados
contienen dU como se muestra en la Figura 148, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una
enzima similar para evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 149 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo solido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucleétidos en direccién 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacion de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura. Una vez mas, la presencia de la sonda LNA o PNA
bloqueante que comprende la secuencia natural suprime la ligadura a la secuencia natural diana si esta presente
después del enriquecimiento de la secuencia mutante durante la etapa de amplificaciéon mediante PCR. La sonda de
oligonucledtidos en direccion 3', que tiene una secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene
una porcion especifica de cebador en 3' (Bi-Ci') que, junto con la porcion especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda
en direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y
deteccion solamente de los productos mutantes ligados. Como se ilustra en la etapa D de esta Figura, se puede
incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el
separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica
de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para
ligadura (Figura 149, etapa D). Tras la ligadura, los productos de ligadura se amplifican usando cebadores especificos
UniTagq (es decir, F1-Bi-Q-Ai, Ci) y se detectan como se ha descrito mas arriba para la Figura 44 (véase la Figura 149,
etapas E-H) o usando otros medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 150 ilustra otra reaccién de PCR-qLDR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones de
bajo nivel. EI ADN gendémico o el ADNIc se aislan (Figura 150, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con
UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra
(Figura 150, etapa B). Los cebadores especificos de locus en direccion 5' se disefian unas pocas bases en direccion
5' respecto de la mutacion e incluyen un grupo blogueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y
una base de ARN (r). Después de la hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la
base de ARN para generar un grupo 3'OH que es adecuado para la extension mediante polimerasa (Figura 150, etapa
D). Una sonda LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia natural que se solapa parcialmente con el cebador
de la PCR en direccién 5' competira preferentemente por la unién a la secuencia natural con el cebador en direcciéon
5', pero no tanto con el ADN mutante, y esto suprime la amplificacién del ADN en cada ronda de la PCR. En esta
realizacion, los cebadores especificos de locus en direccion 3' también contienen regiones cebadoras en 5', por
ejemplo, regiones cebadoras universales, esto permite la amplificaciéon por PCR universal utilizando cebadores
marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés
(Figura 150, etapa B). Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los
productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte soélido y la mutacién de interés se detecta usando
sondas de ligadura especificas de la mutacién, como se ilustra en la Figura 150, etapa D. De nuevo, la presencia de
la sonda LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia natural suprime la ligadura a la secuencia natural diana
si esta presente después del enriquecimiento de la secuencia mutante durante la etapa de amplificacion mediante
PCR. En esta realizacion, las sondas de ligadura de un par de ligadura que puede detectar la secuenciacion del acido
nucleico mutante (pero no la secuencia natural) contiene secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o
donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca
entre si como se ha descrito mas arriba para la Figura 39. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar
otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3', (por ejemplo, el separador C3), y
una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la
ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura
150, etapa D). Tras la ligadura (Figura 150, etapa E), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos
de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar
una sefal FRET detectable (Figura 150, etapa F).

En otra realizacion de este aspecto de la presente divulgacion, el primer cebador de oligonuclétidos primario del
conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios comprende una porcion 5' que tiene una secuencia de nucledtidos
que es la misma que la porcion de la secuencia de nucleétidos de una molécula de acidos nucleicos natural con la que
se hibrida el cebador de oligonuclétidos primario, pero tiene uno o mas emparejamientos incorrectos en la secuencia
de nucledtidos respecto a una porcion correspondiente de la secuencia de nucleétidos de la moléculas de acidos
nucleicos diana.

De acuerdo con esta realizacion, se proporciona una polimerasa que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y
de desplazamiento de hebra. Opcionalmente, el cebador de oligonuclétidos primario también puede contener un
nucledtido o analogo de oligonucledtido escindible que se escinde durante la etapa de hibridacion de la PCR para
liberar un extremo 3'OH en el cebador de oligonucledtidos antes de dicho tratamiento de extension. La mezcla de la
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reaccion en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de la reacciéon en cadena de la polimerasa que
comprende un tratamiento de desnaturalizacién en el que los productos de extensién de la reaccién se separan entre
si, un tratamiento de hibridacion en el que el primer cebador de oligonuclétidos primario se hibrida con el producto de
extension que procede del segundo cebador de oligonuclétidos primario. Los productos de extension que proceden
del segundo oligonucleétido primario pueden formar una horquilla en bucle intramolecular entre el extremo 3' y la
secuencia complementaria dentro del producto de extension, que (i) comprende un emparejamiento incorrecto en o
cerca del extremo 3' que inhibe la autoextension si se hibrida con la secuencia diana mutante o (ii) comprende un
emparejamiento en el extremo 3' que potencia la autoextension si se autohibrida con la secuencia natural diana. El
segundo cebador de oligonuclétidos primario se hibrida con el producto de extension que procede del primer cebador
de oligonuclétidos primario. El producto de extension del primer cebador primario forma una horquilla en bucle
intramolecular entre la parte 5' y la secuencia complementaria dentro del producto de extension. Durante la etapa de
extension de la PCR, el primer cebador de oligonuclétidos primario (i) se extiende preferentemente sobre el producto
de extension que comprende la secuencia diana mutante formando asi preferentemente productos de extension
primarios que comprenden la secuencia de nucledtidos diana mutante o un complemento de la misma, o (ii) se inhibe
de formar productos de extension primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana natural o un
complemento de la misma debido a la autohibridacion y autoextension anteriores de dicha diana. El segundo cebador
de oligonuclotidos primario se extiende sobre el producto de extension independientemente de la secuencia diana, en
el que la secuencia mutante se amplifica preferentemente debido a los productos de extensién primarios diferentes
que proceden de la hibridacion de los primeros cebadores de nucleétidos primarios con la diana o copias de la misma,
dando como resultado el enriquecimiento en el producto de extension de la secuencia mutante y de los complementos
de la misma durante la reaccion en cadena de la polimerasa primaria.

Las Figuras 154 y 155 ilustran la realizacién anteriormente descrita de este aspecto de la presente invencion. Como
se muestra en la Figura 154, el ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 154, etapa A), y la muestra de ADN aislado
se trata con UDG para digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la
muestra (Figura 154, etapa B). La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores especificos de
locus en direccién 5' que comprenden una porcion 5' que tiene una secuencia de nucleétidos que es la misma que la
porcién de la secuencia de nucleétidos de la molécula de acidos nucleicos natural con la que se hibrida el cebador de
forma que el producto de extension puede formar un bucle en horquilla. En otras palabras, la porcién 5' del cebador
en direccién 5' contiene una secuencia de nucleétidos que es la misma que una porcién de la secuencia dentro de la
hebra de ADN natural de sentido contrario o es complementaria de una porciéon de secuencia dentro de la hebra de
ADN natural de sentido directo. La reaccién de amplificaciéon también contiene cebadores especificos de locus en
direccién 3', y una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP. Como se ilustra en la etapa B de esta Figura, se
puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo,
el separador C3), y una base de ARN (r), en el cebador especifico de la mutacion en direccion 5'. Después de la
hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo
3'OH adecuado para la extension mediante polimerasa (Figura 154, etapa D). Opcionalmente, se distribuye por
alicuotas en los 12, 24, 48, o0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU como se muestra
en la Figura 154, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre.
La PCR se lleva a cabo con una polimerasa que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y de desplazamiento de
hebra. La Figura 154, etapa D ilustra adicionalmente que, en rondas posteriores de la PCR (i) la hebra inferior natural
desnaturalizada forma un bucle en horquilla con correspondencia perfecta en el extremo 3', que se extiende mediante
polimerasa, (ii) la hebra inferior mutante desnaturalizada forma un bucle en horquilla con al menos una base con
emparejamiento incorrecto en el extremo 3', que generalmente no se extiende mediante polimerasa, (iii) la hebra
superior desnaturalizada forma un bucle en horquilla en el lado 5', que se desnaturaliza durante la etapa de extension
de la PCR a 72 °C. La Figura 154, etapa E, ilustra adicionalmente que: (i) después de la extension del bucle en horquilla
del ADN natural, la secuencia en horquilla extendida no se desnaturaliza a 72 °C y evita que el cebador en direccion
5' genere una hebra superior de longitud completa. Sin embargo, la secuencia de bucle en horquilla del ADN mutante
(ii) no se extiende teniendo en cuenta la base con emparejamiento incorrecto en 3', y por tanto se desnaturaliza a
72 °C, lo que permite que el cebador en direccion 5' genere la hebra superior de longitud completa. De forma analoga,
el producto de la hebra superior (iii) se desnaturaliza a 72 °C, permitiendo que la polimerasa genere una hebra inferior
de longitud completa. La diferencia de preferencia por extensién de bucle en horquilla de los cebadores en direccion
5' donde el molde natural (i) y mutante (ii) dan como resultado la eliminacion preferente de los productos naturales en
cada ciclo de amplificacién, y por tanto da como resultado la amplificacion preferente del ADN mutante. La eficacia de
extension diferencial del extremo 3' para extender el bucle en horquilla cuando se hibrida con el ADN mutante vs. el
ADN natural se puede potenciar adicionalmente mediante el disefio de la porcién 5' del cebador en direccion 5' para
que contenga un emparejamiento incorrecto con el ADN natural en la 22 o 32 posicién respecto del extremo. El producto
de extension procedente del cebador inferior generara solamente 1 emparejamiento incorrecto en la 22 o 32 posicion
respecto del extremo 3' cuando se autohibride con la secuencia natural, que se extendera con facilidad con la
polimerasa, pero que generara 2 emparejamientos incorrectos en el extremo 3' cuando se autohibride con la secuencia
mutante, que no se extendera con la polimerasa.

Como se muestra en la Figura 154 etapa G, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucledétidos en direccion 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la mutacion de interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en
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5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura, mientras que la sonda de oligonucleétidos en
direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia de acidos nucleicos natural (no mutada) no
contiene una porcion especifica de cebador en 5'. La sonda de oligonucleétidos en direccion 3', que tiene una
secuencia comun a las secuencias tanto natural como mutante contiene una porcion especifica de cebador en 3' (Ci')
que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccion 5' que tiene una secuencia especifica
para detectar la mutacion, permite la posterior amplificacion y deteccion solamente de los productos mutantes ligados.
Como se ilustra en la etapa F de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura
en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de
ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 154, etapa H). Tras la ligadura, los productos de
ligadura se pueden detectar usando pares de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas TagMan™ que amplian la
union de ligadura como se describe en la Figura 38 (véase la Figura 154, etapas H-J), o mediante el uso de otros
medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 155 ilustra otra reaccion de PCR-LDR con prevencién de arrastre ilustrativa para detectar mutaciones. El
ADN genoémico o el ADNIc se aislan (Figura 155, etapa A), y la muestra de ADN aislado se trata con UDG para digerir
las moléculas de acidos nucleicos que contienen dU que pueden estar presentes en la muestra (Figura 155, etapa B).
La region de interés se amplifica selectivamente usando (i) cebadores especificos de locus en direccién 5' que también
comprenden una porcién de la secuencia 5' que es complementaria de la secuencia natural de la hebra superior, lo
que permite la formacion de bucles en horquilla después de la extension, (ii) cebadores especificos de locus en
direccion 3, y (iii) una mezcla de desoxinucleotidos que incluye dUTP. Como se ilustra en la etapa B de esta Figura,
se puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo,
el separador C3), y una base de ARN (r), en el cebador especifico de la mutacion en direccion 5'. Después de la
hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo
3'OH adecuado para la extension mediante polimerasa (Figura 155, etapa D). Opcionalmente, se distribuye por
alicuotas en los 12, 24, 48, o0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU como se muestra
en la Figura 155, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre.
La PCR se lleva a cabo con una polimerasa que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y de desplazamiento de
hebra. La Figura 155, etapa D ilustra adicionalmente que, en rondas posteriores de la PCR: (i) la hebra inferior natural
desnaturalizada forma un bucle en horquilla con correspondencia perfecta en el extremo 3', que se extiende mediante
polimerasa, (ii) la hebra inferior mutante desnaturalizada forma un bucle en horquilla con al menos una base con
emparejamiento incorrecto en el extremo 3', que generalmente no se extiende mediante polimerasa, (iii) la hebra
superior desnaturalizada forma un bucle en horquilla en el lado 5', que se desnaturaliza durante la etapa de extension
de la PCR a 72 °C. La Figura 155, etapa E, ilustra adicionalmente que después de la extension del bucle en horquilla
del ADN natural (i), la secuencia en horquilla extendida no se desnaturaliza a 72 °C y evita que el cebador en direccion
5' genere una hebra superior de longitud completa. Sin embargo, la secuencia de bucle en horquilla del ADN mutante
(ii) no se extiende teniendo en cuenta la base con emparejamiento incorrecto en 3', y por tanto se desnaturaliza a
72 °C, lo que permite que el cebador en direccion 5' genere la hebra superior de longitud completa. De forma analoga,
el producto de la hebra superior (iii) se desnaturaliza a 72 °C, permitiendo que la polimerasa genere una hebra inferior
de longitud completa. La diferencia de preferencia por extension de bucle en horquilla de los cebadores en direccién
5' donde el molde natural (i) y mutante (ii) dan como resultado la eliminacion preferente de los productos naturales en
cada ciclo de amplificacion, y por tanto da como resultado la amplificacion preferente del ADN mutante.

En esta realizacion, los cebadores especificos de locus en direccion 3' también contienen regiones cebadoras en 5',
por ejemplo, regiones cebadoras universales, esto permite la amplificacion por PCR universal utilizando cebadores
marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés
(Figura 155, etapa B). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la mutacion de
interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la mutacion, como se ilustra en la Figura 155, etapa G.
En esta realizacion, las sondas de ligadura de un par de ligadura que puede detectar la secuenciacion del acido
nucleico mutante (pero no la secuencia natural) contiene secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o
donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca
entre si como se ha descrito mas arriba para la Figura 39. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar
otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3', (por ejemplo, el separador C3), y
una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccién 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la
ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura
155, etapa G). Tras la ligadura (Figura 155, etapa H), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos
de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar
una sefal FRET detectable (Figura 155, etapa I).

La reaccion de ligadura utilizada en los métodos de la presente invencién es bien conocida en la materia. Las ligasas
adecuadas para ligar sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas entre si (opcionalmente después de la
escision de una ribosa en 3'y grupo bloqueante de la primera sonda de oligonucleétidos, o la aleta 5' de la segunda
sonda de oligonucledétidos) incluyen, sin limitacion, ligasa de Thermus aquaticus, ligasa de E. coli, ADN ligasa de T4,
ARN ligasa de T4, ligasa Taq, ligasa 9 N° y ligasa de Pyrococcus, o cualquier otra ligasa termoestable conocida en la
técnica. De acuerdo con la presente invencion, el proceso de ligadura de nucleasa de la presente invencion se puede
llevar a cabo utilizando un ensayo con reaccién de ligadura de oligonucleétidos (OLA) (véase Landegren, et al., "A
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Ligase-Mediated Gene Detection Technique", Science 241:1077-80 (1988); Landegren, et al., "DNA
DiagnosticsMolecular Techniques and Automation”, Science 242:229-37 (1988); y en la patente de Estados Unidos
n.° 4.988.617 de Landegren, et al.), una reaccion de deteccion de ligadura (LDR) que utiliza un conjunto de sondas de
oligonucleétidos complementarias (véase, por ejemplo, el documento WO 90/17239 de Barany et al), o una reaccion
en cadena de ligadura (LCR) que utiliza dos conjuntos de sondas de oligonucleétidos complementarias (véase, por
ejemplo, el documento WO 90/17239).

Las sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas de oligonucledtidos pueden estar en la forma de
ribonucledtidos, desoxinucledtidos, ribonucledtidos modificados, desoxirribonucleétidos modificados, analogos de
nucledtidos peptidicos, analogos de nucledtidos peptidicos modificados, oligonucledtidos con cadena principal de
fosfato-azticar modificados, analogos de nucleétidos y mezclas de los mismos.

La etapa de hibridacion en la reaccion de deteccion de ligasa, que es preferentemente un tratamiento de hibridacion
térmica, discrimina entre secuencia de nucleétidos basadas en un nucleétido distintivo en las uniones de ligadura. La
diferencia entre la secuencia de nucleétidos diana puede ser, por ejemplo, una diferencia en una sola base de acido
nucleico, una delecién de acido nucleico, una insercion de acido nucleico, o una redisposicion. Dichas diferencias de
secuencia que implican mas de una base también se pueden detectar. Preferentemente, el conjunto de sondas de
oligonucledtidos tiene sustancialmente la misma longitud por lo que se hibridan con las secuencias de nucledtidos
diana en condiciones de hibridacién practicamente similares.

La discriminacion de la ligasa se puede potenciar adicionalmente utilizando varias caracteristicas de disefio de sondas.
Por ejemplo, un emparejamiento incorrecto intencionado o analogo de nucleétido (por ejemplo, inosina, nitroindol o
nitropirrol) se puede incorporar a la primera sonda de oligonucleétidos en la 22 o 32 desde el extremo de union en 3'
para desestabilizar ligeramente la hibridacion del extremo 3' si este tiene una correspondencia perfecta en el extremo
3', pero desestabiliza significativamente la hibridacion del extremo 3' si hay un emparejamiento incorrecto en el extremo
3'. Este disefio reduce las ligaduras incorrectas no apropiadas cuando las sondas mutantes se hibridan con la diana
natural. Como alternativa, las bases de ARN que se escinden mediante ARNasas se pueden incorporar a las sondas
de oligonucleodtidos para garantizar la formacién del producto dependiente del molde. Por ejemplo, Dobosy et. al.
"RNase H-Dependent PCR (rhPCR): Improved Specificity and Single Nucleotide Polymorphism Detection Using
Blocked Cleavable Primers", BMC Biotechnology 11(80): 1011 (2011), describe el uso de una base de ARN cerca del
extremo 3' de una sonda de oligonucledtidos con el extremo 3' bloqueado, y su corte con ARNasa H2 que genera un
3'-OH que se puede extender y ligar mediante PCR. Este enfoque se puede usar para generar un 3'OH o 5'-P
competentes para ligadura, o ambos, siempre que se utiliza una ligasa que pueda unirse a una base 5'-ARN.

Otras modificaciones posibles incluyen sitios abasicos, por ejemplo, un furano interno abasico u oxo-G. Estas "bases"
andmalas se eliminan mediante enzimas especificas para generar sitios 3'-OH o 5'P competentes para ligadura. La
endonucleasa |V, Tth EndolV (NEB) eliminara los restos abasicos después de que los oligonucledtidos ligados se
hibriden con el acido nucleico diana, pero no los procedentes de un ADN monocatenario. De forma similar, se puede
usar oxo-G con Fpg o inosina/uracilo con EndoV o timina glicol con EndoVIII.

La discriminacion por ligadura también se puede potenciar usando la reaccion acoplada de nucleasa-ligasa que se
describe en el documento WO2013/123220 de Barany et al. En esta realizacion, la primera sonda de oligonucleotidos
contiene un grupo 3'OH competente para ligadura mientras que la segunda sonda de oligonucleétidos contiene un
extremo 5' incompetente para ligadura (es decir, una sonda de oligonucleétidos sin un 5' fosfato). Las sondas de
oligonucledtidos de un conjunto de sondas estan disefiadas de forma que la base mas en direccion 3' de la primera
sonda de oligonucledtidos quede solapada por la base mas en direccion 5' inmediatamente flanqueante de la segunda
sonda de oligonucledtidos que sea complementaria de la molécula de acidos nucleicos diana. El oligonucleotido
solapante se denomina como "aleta". Cuando el oligonucledtido solapante de aleta de la segunda sonda de
oligonucledtidos es complementario de la secuencia de la molécula de acidos nucleicos diana y la misma secuencia
que el nucledtido final en 3' de la primera sonda de oligonucleétidos, el enlace fosfodiéster inmediatamente en direccion
5' respecto del nucledétido de solapa de la segunda sonda de oligonucleétidos se escinde de forma discriminante por
una enzima que tiene una actividad endonucleasa de aleta (FEN) o actividad nucleasa en 5'. Esta actividad especifica
de FEN produce un nuevo extremo 5' fosfato competente para la ligadura en la segunda sonda de oligonucledétidos
que esta precisamente colocado a lo largo del 3' OH adyacente de la primera sonda de oligonucleétidos para permitir
que se produzca la ligadura de las dos sondas. De acuerdo con esta realizacion, las endonucleasas de aleta o las 5'
nucleasa que son adecuadas para escindir la aleta en 5' de la segunda sonda de oligonucleétidos antes de la ligadura
incluyen, aunque no de forma limitativa, polimerasas que tienen actividad 5' nucleasa tales como la ADN polimerasa
de E.coliy las polimerasas de Taqy T. thermophilus, asi como la ARNasa T4 y TagExo.

Para inserciones o deleciones, la incorporacion de una base emparejada o de analogos de nucleétidos (por ejemplo,
-amino-dA o 5-propinil-dC) en la primera sonda de oligonucleétidos en la 22 o 32 posicién desde la unién mejora la
estabilidad y puede mejorar la discriminacion de dichas mutaciones con desplazamiento de marco respecto de las
secuencias naturales. Para las inserciones, el uso de uno o mas nucleétidos modificados con tiofosfato en direccion
3' desde el enlace fosfato sésil deseado de la segunda sonda de oligonucledtidos evitara la escision inadecuada
mediante la enzima 5' nucleasa cuando las sondas se hibriden con el ADN natural, y reducir de esta forma la ligadura
positiva falsa sobre la diana natural. De forma analoga, para las deleciones, el uso de uno o mas nucleétidos
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modificados con tiofosfato en direccion 5' desde el enlace fosfato sésil deseado de la segunda sonda de
oligonucledtidos evitara la escision inadecuada mediante la enzima 5' nucleasa cuando las sondas se hibriden con el
ADN natural, y reducir de esta forma la ligadura positiva falsa sobre la diana natural.

El método de la presente invencién también se puede utilizar para identificar una o mas secuencias de acidos nucleicos
diana que difieren de otras secuencias de acidos nucleicos de una muestra en uno o mas restos metilados. De acuerdo
con este aspecto de la presente invencién, el método comprende ademas poner en contacto la muestra con al menos
una primera enzima sensible a la metilacion para formar una mezcla de reaccién con la enzima de restricciéon antes
de formar una mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa. De acuerdo con este aspecto de la presente
invencion, el primer cebador de oligonucledtidos primario comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de una regién de la secuencia de nucleétidos diana que esta en direccion 5' del uno o mas restos
metilados y el segundo cebador de oligonucleétidos primario comprende una secuencia de nucleétidos que es la
misma que una region de la secuencia de nucledtidos diana que esta en direccion 3' del uno o mas restos metilados.

La primera enzima sensible a la metilacion escinde las moléculas de acidos nucleicos de la muestra que contienen
uno o mas restos sin metilar en al menos una secuencia de reconocimiento de la enzima sensible a la metilacién. De
acuerdo con esta realizacion, la deteccion implica la deteccion de una o mas moléculas de acidos nucleicos que
contienen la secuencia de nucleétidos diana, donde la molécula de acidos nucleicos contenia inicialmente uno o mas
restos metilados.

De acuerdo con este y todos los aspectos de la presente invencion, una "enzima sensible a la metilacion" es una
endonucleasa que no escindira o tiene una eficacia de escision reducida de su secuencia de reconocimiento analoga
en una molécula de acidos nucleicos cuando la secuencia de reconocimiento contiene un resto metilado (es decir, es
sensible a la presencia de un resto metilado dentro de su secuencia de reconocimiento). Una "secuencia de
reconocimiento de una enzima sensible a la metilacion" es la secuencia de reconocimiento analoga de una enzima
sensible a la metilaciéon. En algunas realizaciones, el resto metilado es un 5-metil-C, dentro de la secuencia CpG (es
decir, 5-metil-CpG). Una lista no limittiva de enzimas de endonucleasas de restriccion sensibles a enzimas que son
adecuadas para su uso en los métodos de la presente invencion incluyen, aunque no de forma limitativa, Acil, HinP1l,
Hpy99I, HpyCH41V, BstUI, Hpall, Hhal, o cualquier combinacion de las mismas.

El método de la presente invencién puede comprender ademas someter la mezcla de reaccién con la enzima de
restriccion a tratamiento con bisulfito en condiciones adecuadas para convertir los restos de citosina no metilados en
restos de uracilo antes de formar una mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa. En esta realizacion, el primer
cebador de oligonuclétidos primario del conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios comprende una
secuencia de nucleétidos que es complementaria de la secuencia de nucleétidos diana tratada con bisulfito que
contiene uno o mas sitios de restriccion metilados no escindidos, y el segundo cebador de oligonuclétidos primario del
conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios proporcionado comprende una secuencia de nucledtidos que es
complementaria de una porcion del producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonucledtidos.

El método de la presente invencion puede implicar ademas proporcionar una o mas segundas enzimas sensibles a la
metilacién que escinden moléculas de acidos nucleicos que contienen restos no metilados dentro de una secuencia
de reconocimiento de una enzima sensible a la metilacion. La al menos una segunda enzima sensible a la metilacion
se combina con la mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa que comprende la mezcla de reaccién con enzima
de restriccion tratada con bisulfito para formar una segunda mezcla con enzima de restriccion, donde la segunda
enzima sensible a la metilacién escinde las moléculas de acidos nucleicos potencialmente presentes de la muestra
que contienen uno o mas restos sin metilar presente en al menos una secuencia de reconocimiento de la enzima
sensible a la metilacion durante dicho tratamiento de hibridacion.

En una realizacién de este aspecto de la presente invencion, uno o ambos cebadores de oligonucleotidos primarios
del conjunto de cebadores de oligonucledtidos primarios tienen una porcion 3' que tiene un nucleétido o analogo
nucleotidico escindible y un grupo bloqueante, de forma que el extremo 3' de dicho cebador o cebadores no es
adecuado para la extension de la polimerasa. De acuerdo con esta realizacién, el método implica ademas escindir el
nucleétido o analogo nucleotidico escindible de uno o ambos cebadores de oligonucleétidos durante el tratamiento de
hibridacion, liberando de esta forma extremos 3'OH libres en uno o ambos cebadores de oligonucledtidos antes de
dicho tratamiento de extension.

En una realizacion de este aspecto de la presente invencion, el método implica ademas proporcionar uno o mas
oligonucledtidos bloqueantes que pueden hibridarse con una region de la secuencia de nucledtidos diana tratada con
bisulfito que contiene restos no metilados. La mezcla de la reacciéon en cadena de la polimerasa que comprende la
mezcla de reaccién con enzima de restriccion tratada con bisulfito se pone en contacto con el uno o mas
oligonucledtidos bloqueantes antes de someter la mezcla a uno o mas ciclos de la reaccién en cadena de la
polimerasa. El uno o mas oligonucledtidos bloqueantes se hibridan con las secuencias de acido nucleico diana
complementarias durante dicho tratamiento de hibridacion y bloquean la extensién del cebador de oligonuclétidos
primario durante dicho tratamiento de extension.

Las Figuras 45-53 ilustran varias realizaciones del método de la presente invencion para detectar moléculas de acidos
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nucleicos diana que contienen uno o mas restos metilados.

La primera etapa de la reaccion de la reaccion PCR-LDR-gPCR representada graficamente en la Figura 45 implica el
aislamiento de ADN gendémico o ADNIc. Opcionalmente, el ADN metilado se puede enriquecer usando anticuerpos
especificos de la metilacion. A continuacion, la muestra se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo,
por ejemplo, Bsh12361 (CG*CG) y/o HinPIl (G*CGC) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el
ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 45, etapa A). Como se muestra en la Figura 45, etapa B, las regiones
de interés metiladas se amplifican usando PCR en presencia de dUTP usando cebadores especificos de locus. En
una realizacion, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20 ciclos) para mantener las relaciones relativas
entre los diferentes amplicones que se producen. En ofra realizacion, las regiones de interés se amplifican utilizan 20-
40 ciclos. Los productos de PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 45, etapa C), y los
productos carecen de grupos metilo, lo que proporciona proteccion adicional. Como se muestra en la Figura 45, etapa
D, las sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la region metilada contienen porciones especificas del
cebador marcador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, usando pares de cebadores marcadores
Aiy Ci'y sondas TagMan™.

Después de la reaccion de ligadura, la muestra que contiene el producto de ligadura se puede distribuir en alicuotas
entre pocillos independientes para su deteccién. El tratamiento con UDG destruye los amplicones diana originales
(Figura 45, etapa E), permitiendo que solamente los auténticos productos de LDR se amplifiquen y detecten. Los
productos de ligadura se detectan en esta realizacion mediante un ensayo de deteccion tradicional TagMan™ (Figura
45, etapas E-F) como se ha descrito anteriormente.

La Figura 46 (etapas A-F) ilustra otra reaccion de PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
metilacion. En esta realizacion, el ADN gendmico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de restriccion
sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh1236l (CG*CG) y/o HinPIl (G*CGC) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 46, etapa A). Como se muestra en la Figura 46, etapa
B, las regiones de interés metiladas se amplifican usando PCR en presencia de dUTP usando cebadores especificos
de locus. En una realizacién, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20 ciclos) para mantener las
relaciones relativas entre los diferentes amplicones que se producen. En otra realizacion, las regiones de interés se
amplifican utilizan 20-40 ciclos. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores. Los productos de la PCR contienen dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 46, etapa C).

Las sondas de oligonucleétidos utilizadas en esta realizacion estan disefiadas para contener el cebador UniTaq y las
secuencias de marcadores para facilitar la deteccién UniTaq como se ha descrito anteriormente. En consecuencia,
después de la reaccion de ligadura y el tratamiento con UDG para prevencion de arrastres, los productos de ligadura
se amplifican usando cebadores especificos de UniTaq (es decir, F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se muestra en la Figura 46,
etapas E y F, y los productos amplificados se detectan como se muestra en la Figura 46, etapa G y se describe
anteriormente.

La Figura 47 ilustra otra reaccion de PCR-gLDR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar metilacion. En
esta realizacion, el ADN gendmico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo,
por ejemplo, Bsh12361 (CG*CG) y/o HinPIl (G*CGC) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el
ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 47, etapa A). Como se muestra en la Figura 47, etapa B, las regiones
de interés metiladas se amplifican usando PCR en presencia de dUTP usando cebadores especificos de locus. En
esta realizacion, los cebadores especificos de locus también contienen regiones cebadoras en 5', por ejemplo,
regiones cebadoras universales, que permiten una amplificacion por PCR universal posterior utilizando cebadores
marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés
(Figura 47, etapa B). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la mutacion de
interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la mutaciéon, como se ilustra en la Figura 47, etapa D. De
acuerdo con esta realizaciéon, las sondas de oligonucledtidos para ligadura contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba para la Figura 39. Tras la ligadura (Figura
47, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo
sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 47,
etapa E).

La Figura 48 ilustra una reaccion nucleasa-ligadura-PCR-qPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
metilacion. En esta realizacion, el ADN gendmico o ADNIc se aisla y se trata con Haelll (GG*"CC), endonucleasas de
restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh12361 (CG*CG) y/o HinPIl (G*CGC) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para
digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 48, etapa A). Como se muestra en la Figura
48, etapa B, un oligonucleétido en forma de horquilla que contiene la secuencia marcadora (Ai') se liga al fosfato
recientemente liberado del ADN diana digerido en la hebra molde de la muestra. Como se ilustra en la Figura 48, etapa
C, la muestra se trata con HinP1l y Bsh1236l a 37 °C. Las enzimas de restriccion sensibles a metilo se inactivan
térmicamente después cuando se activa la polimerasa Taq para la posterior amplificacién por PCR usando cebadores
especificos de locus que contienen la secuencia marcadora Ci. Como se ha descrito antes, los cebadores pueden
contener un grupo bloqueante escindible, (por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), que se elimina antes
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de la amplificacion mediante tratamiento con una ARNaseH2 (simbolo de la estrella) solamente cuando el cebador
esta unido a la secuencia diana complementaria. El cebador no bloqueado se extiende con la polimerasa, y la actividad
5' nucleasa de la polimerasa digiere la porcién 5' de la horquilla ligada para generar un producto complementario de
la diana que contiene la secuencia Ci y Ai'. Los oligonucledtidos en horquilla no ligados se extienden sobre ellos
mismos.

Como se muestra en la Figura 48, etapa D, las regiones de interés que contienen metilo se amplifican usando la PCR
incluyendo dUTP con los cebadores marcadores Aiy Ci. Realizar una amplificacion de ciclos limitadas (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones. Los productos de PCR incorporan dU, lo que permite
la prevencion de arrastres (Figura 48, etapa E), y los productos carecen de grupos metilo, lo que proporciona
proteccion adicional. Los productos amplificados se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para
deteccion TagMan™ usando cebadores especificos de locus y una sonda TagMan™ como se ha descrito
anteriormente.

La Figura 49 ilustra una reaccion nucleasa-ligadura-PCR-qPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
metilacion. Los productos de la PCR que contienen los restos de interés originalmente metilados y el dU se generaron
segun las etapas A-D que se han ilustrado y descrito anteriormente con respecto a Figura 48. En esta realizacion, se
usa la posterior amplificacion utilizando cebadores UniTaq y secuencias marcadoras para detectar los restos metilados
de interés. Como se muestra en la etapa E de la Figura 49, los productos de la PCR que contienen dU para prevencion
de arrastres, se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes y se amplifican usando cebadores especificos
de locus con colas Aj y Bj-Cj, asi como cebadores especificos UniTaq (F1-Bj-Q-Aj y Cj). Los productos de ADN
bicatenarios resultantes se muestran en la Figura 49, etapa F. Como se muestra en la Figura 49, etapa G, tras la etapa
de desnaturalizacion, la temperatura se enfria para permitir la formacién de horquillas entre Bj y Bj'. La actividad 5'—3'
nucleasa de la polimerasa Taq (rombos rellenos) extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente para generar
una sefal.

La Figura 50 ilustra una reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre ilustrativa para detectar metilacion.
En esta realizacion, el ADN gendémico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo,
por ejemplo, Bsh12361 (CG*CG) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el ADN no metilado y evitar
los arrastres (Figura 50, etapa A). EI ADN digerido se trata con bisulfito para convertir los restos dC no metilados en
uracilo (dU) consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. Como se muestra en la Figura 50B, los
cebadores especificos de locus se hibridan en presencia de BstU1 (CG*CG) (triangulos rellenos), que pueden escindir
el ADN arrastrado que contiene restos no metilados. Los cebadores especificos de locus contienen un bloqueante
escindible en su extremo 3' para prevenir la extensiéon no especifica de diana. Una vez hibridado con su secuencia
diana complementaria, el grupo bloqueante (separador C3) y una base de ARN se eliminan con ARNasaH2 (simbolo
de estrella). La region de interés que contiene metilo se amplifica utilizando la PCR en presencia de dUTP. Se realizar
una amplificacion de ciclos limitada (12-20) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones, y
opcionalmente la muestra digerida se distribuye en alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR. Como se
muestra en esta realizacion, se puede usar un oligonucledtido bloqueante (barra negra gruesa) para limitar la
amplificacién del ADN natural.

Los productos amplificados contienen dU y carecen de grupos metilo, lo que permite la prevencion de arrastres como
se muestra en la Figura 50, etapa C. Como se muestra en la Figura 50, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura
especificas de la regidon metilada que contienen secuencias especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la
posterior amplificacion por PCR, se hibridan con la regidon diana de interés. La ligasa (circulos rellenos) sella
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si para formar productos de ligadura que contienen partes especificas
de cebador en direccién 3'y 5'y una porcion correspondiente a la region de interés metilada. Los productos de ligadura
se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su deteccion usando pares de cebadores emparejados
Aiy Ci, y sondas TagMan™ a través de la unién de la ligadura como se muestra en la Figura 50 etapas E-F. La mezcla
de muestra se trata con UDG para prevencion de arrastres y eliminacion de los amplicones diana originales (Figura
50, etapa E) de forma que solo los productos de LDR auténticos se amplifican y se detectan.

La Figura 51 ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar metilacion.
Los productos de la PCR que contienen los restos de interés originalmente metilados y el dU se generaron segun las
etapas A-C que se han ilustrado y descrito anteriormente con respecto a Figura 50. En esta realizacion, los
oligonucledtidos de ligadura especificos de la region metilada contienen secuencias especificas de cebador para
deteccion UniTaq (Ai y Ci') y una secuencia marcadora (Bi') para la posterior amplificacion por PCR y deteccion. Los
productos de ligadura se amplifican y detectan usando cebadores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha
descrito anteriormente (Figura 51, etapas E-G).

La Figura 52 otra reaccion de PCR-gLDR con prevencion de arrastre para detectar metilacion. Analogamente a las
realizaciones mostradas en las Figuras 50 y 51, el ADN genémico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de
restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh12361 (CG*"CG) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 52, etapa A). El ADN digerido se trata con bisulfito
para convertir los restos no metilados en uracilo consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. Como se
muestra en la Figura 52B, los cebadores especificos de locus que contienen un grupo bloqueante escindible en 3' se
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hibridan en presencia de BstU1 (CG*CG) (triangulos llenos), que pueden escindir el ADN arrastrado que contiene
restos no metilados. Una vez que los cebadores se han hibridado con su secuencia diana complementaria, el grupo
bloqueante se retira y la region de interés que contiene metilo se amplifica utilizando la PCR en presencia de dUTP.
En esta realizacion, los cebadores especificos de locus contienen colas universales (con 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores), lo que permite una posterior amplificacion universal del cebador para agregar un
grupo biotina en 5'. Se puede usar un cebador de oligonucleétidos bloqueante durante la amplificacion para limitar la
formacion de amplicones naturales.

Los productos de amplificacion se capturan sobre un soporte sélido mediante el grupo biotina en 5' (Figura 52, etapa
C). Como se muestra en la Figura 52D, se forman productos de ligadura usando sondas de oligonucledtidos de ligadura
especificos de la region metilada, donde la sonda en direccién 3' contiene un grupo aceptor en 5' y una cola de
secuencia que es complementaria de la cola de secuencia en 3' de la sonda de ligadura en direccion 5'. La sonda de
ligadura en direccion 5' también contiene un grupo donante en 3' de manera que, tras la formacién de un producto de
ligadura, las regiones complementarias en 3'y 5' del producto se hibridan poniendo los grupos aceptor y donante en
estrecha proximidad entre si para generar una sefial FRET para detectar los restos metilados de interés (Figura 52,
etapa E).

La Figura 151 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
la metilacion de dianas de bajo nivel. EI ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 151, etapa A), y la muestra de
ADN aislado se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh1236l (CG*CG) y UNG
para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 151, etapa A). EI ADN digerido se trata
con bisulfito para convertir los restos no metilados en uracilo consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario.
La region de interés se amplifica selectivamente usando cebadores especificos de locus en direccion 5', cebadores
especificos de locus en direccion 3', una sonda LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia no metilada
tratada con bisulfito o su complemento y una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP. En esta realizacion, se
puede incorporar otra capa de selectividad al método al incluir un grupo bloqueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo,
el separador C3), y una base de ARN (r), en el cebador en direccién 5', asi como en el cebador en direccion 3'. Después
de la hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para liberar un
grupo 3'OH del cebador en direccién 5', que esta unas pocas bases en direccion 5' del sitio de metilacion, y adecuado
para su extension mediante polimerasa (Figura 151, etapa B). Una sonda de LNA o PNA bloqueante que comprende
la secuencia no metilada tratada con bisulfito (o su complemento) que se solapa parcialmente con el cebador de la
PCR en direccién 5' preferentemente competira por la unién a la secuencia no metilada tratada con bisulfito con el
cebador en direccion 5' y con el ADN de la secuencia metilada tratada con bisulfito, suprimiendo de esta forma la
amplificacion del ADN de la secuencia no metilada tratada con bisulfito en cada ciclo de la PCR. Opcionalmente, se
distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU
como se muestra en la Figura 151, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para
evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 151 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacion, la sonda de oligonucleétidos en direccion 5' que tiene
una secuencia especifica para detectar la secuencia no metilada tratada con bisulfito de interés contiene ademas una
porcién especifica de cebador en 5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura. Una vez mas, la
presencia de una sonda de LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia no metilada tratada con bisulfito (o
su complemento) suprime la hibridacion de la sonda de ligadura en direccion 5' en la secuencia diana no metilada
tratada con bisulfito si esta presente después del enriquecimiento de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito
durante la etapa de amplificacion de la PCR. La sonda de oligonucleétidos en direccion 3', que tiene una secuencia
comun a ambas secuencias diana tanto no metilada como metilada tratada con bisulfito contienen una porcién
especifica de cebador en 3' (Ci') que, junto con la porcién especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccion 5'
que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia diana metilada tratada con bisulfito. La ligadura de las
sondas de oligonucledtidos en direccion 3' y 5' permite la posterior amplificacion y deteccion solamente de los
productos de ligadura de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito. Como se ilustra en la etapa D de esta
Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk
3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la
hibridacién especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo
3'OH competente para ligadura (Figura 151, etapa D). Tras la ligadura, los productos de ligadura se pueden detectar
usando pares de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas TagMan™ que amplian la union de ligadura como se ha
descrito mas arriba para la Figura 38 (véase la Figura 151, etapas E-G), o mediante el uso de otros medios adecuados
conocidos en la técnica.

La Figura 152 (etapas A-F) ilustra otra reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar
la metilacion de dianas de bajo nivel. EI ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 152, etapa A), y la muestra de
ADN aislado se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh1236l (CG*CG) y UNG
para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 152, etapa A). EI ADN digerido se trata
con bisulfito para convertir los restos no metilados en uracilo consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario.
Se disefian cebadores especificos de locus en direccion 3'y 5' para incluir un grupo blogueantes escindible en 3' (Blk
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3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r). Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasa
H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH y es adecuado para la extension mediante
polimerasa (Figura 152, etapa D). Una sonda de LNA o PNA blogueante que comprende la secuencia no metilada
tratada con bisulfito (0 su complemento) que se solapa parcialmente con el cebador de la PCR en direcciéon &'
preferentemente competira por la unién con la secuencias diana no metilada tratada con bisulfito respecto del cebador
en direccion 5' y respecto la secuencia diana metilada tratada con bisulfito, suprimiendo de esta forma la amplificacion
de la secuencia diana no metilada tratada con bisulfito en cada ciclo de la PCR. Opcionalmente, se distribuye por
alicuotas en los 12, 24, 48, o0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU como se muestra
en la Figura 152, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre.

Como se muestra en la Figura 152 etapa D, sondas de oligonucledtidos especificas de diana se hibridan con los
productos amplificados y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos oligonucleétidos entre si cuando se
hibridan con su secuencia complementaria. Una vez mas, la presencia de una sonda de LNA o PNA bloqueante que
comprende la secuencia no metilada tratada con bisulfito (0 su complemento) suprime la ligadura a la secuencia diana
no metilada tratada con bisulfito si esta presente después del enriquecimiento de la secuencia diana metilada tratada
con bisulfito durante la etapa de amplificacion de la PCR. En esta realizacion, la sonda de oligonucleétidos en direccion
5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia no metilada tratada con bisulfito de interés contiene
ademas una porcion especifica de cebador en 5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto de ligadura. La
sonda de oligonucleodtidos en direccion 3', que tiene una secuencia comun a ambas secuencias diana tanto no metilada
como metilada tratada con bisulfito contienen una porcidn especifica de cebador en 3' (Bi'-Ci') que, junto con la porcién
especifica de cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccion 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la
secuencia diana metilada tratada con bisulfito, permite la posterior amplificacion y deteccion solamente de los
productos de ligadura de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito. Como se ilustra en la etapa D de esta
Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk
3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la
hibridacién especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo
3'OH competente para ligadura (Figura 152, etapa D). Tras la ligadura, los productos de ligadura se amplifican usando
cebadores especificos UniTaq (es decir, F1-Bi-Q-Ai, Ci) y se detectan como se ha descrito mas arriba para la Figura
44 (véase la Figura 152, etapas E-H) o usando otros medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 153 ilustra otra reaccion de PCR-gPCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar la metilacion de
dianas de bajo nivel. EI ADN gendmico o el ADNIc se aislan (Figura 153, etapa A), y la muestra de ADN aislado se
trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh1236l (CG*CG) y UNG para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 153, etapa A). El ADN digerido se trata con bisulfito
para convertir los restos no metilados en uracilo consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. Se disefian
cebadores especificos de locus en direccion 3' y 5' para incluir un grupo bloqueantes escindible en 3' (Blk 3', por
ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r). Después de la hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H
(simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH y es adecuado para la extensién mediante
polimerasa (Figura 153, etapa D). Una sonda de LNA o PNA blogueante que comprende la secuencia no metilada
tratada con bisulfito (0 su complemento) que se solapa parcialmente con el cebador de la PCR en direcciéon &'
preferentemente competira por la unién con la secuencias diana no metilada tratada con bisulfito respecto del cebador
en direccion 5' y respecto de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito, suprimiendo de esta forma la
amplificacién de la secuencia diana no metilada tratada con bisulfito en cada ciclo de la PCR. En esta realizacion, los
cebadores especificos de locus en direccion 3' también contienen regiones cebadoras en 5', por ejemplo, regiones
cebadoras universales, esto permite la amplificacion por PCR universal utilizando cebadores marcados con biotina
para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés (Figura 153, etapa
B). Opcionalmente, se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de la PCR. Los productos
amplificados contienen dU como se muestra en la Figura 153, etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con
UDG o una enzima similar para evitar el arrastre. Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte
solido y la secuencia diana metilada tratada con bisulfito de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas
de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito, como se ilustra en la Figura 153, etapa D. De nuevo, la presencia
de una sonda de LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia no metilada tratada con bisulfito (o su
complemento) suprime la ligadura a la secuencia diana no metilada tratada con bisulfito si esta presente después del
enriquecimiento de la secuencia diana metilada tratada con bisulfito durante la etapa de amplificacién de la PCR. En
esta realizacion, las sondas de ligadura de un par de ligadura que puede detectar la secuencia de acidos nucleicos de
la secuencia diana metilada tratada con bisulfito (pero no la secuencia diana no metilada tratada con bisulfito)
contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar
una sefal detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba para la
Figura 39. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al método al incluir un
grupo bloqueante escindible en 3', (por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en
direccién 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, -la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de
ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 153, etapa D). Tras la ligadura (Figura 153, etapa
E), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus
respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 153,
etapa F).
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En ofra realizacion de este aspecto de la presente invencion es el primer cebador de oligonuclétidos primario del
conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios comprende una porcion 5' que tiene una secuencia de nucledtidos
que es la misma que la porcion de la secuencia de nucleétidos de una secuencia diana no metilada tratada con bisulfito
con la que se hibrida el cebador de oligonuclétidos primario, pero tiene uno o mas emparejamientos incorrectos en la
secuencia de nucledtidos respecto a una porcion correspondiente de la secuencia de nucleétidos de la secuencia
diana metilada tratada con bisulfito.

De acuerdo con esta realizacion, la ADN polimerasa es una que carece de 5' nucleasa, 3' nucleasa, y actividad de
desplazamiento de cadena. Opcionalmente, el cebador de oligonuclétidos primario también contiene un nucleétido o
analogo nucleotidico escindible que se escinde durante la etapa de hibridacién de la reaccién en cadena de la
polimerasa para liberar los extremos 3'OH libres sobre el cebador de oligonucleétidos adecuado para la extension. La
mezcla de la reacciéon en cadena de la polimerasa se somete a uno o mas ciclos de la reaccién en cadena de la
polimerasa que comprende un tratamiento de desnaturalizacién en el que los productos de extension de la reaccion
se separan entre si, y un tratamiento de hibridacion en el que el primer cebador de oligonuclétidos primario se hibrida
con el producto de extension que procede del segundo cebador de oligonuclétidos primario. El producto de extension
que procede del segundo cebador primario forma una horquilla en bucle intramolecular entre el extremo 3' y la
secuencia complementaria dentro del producto de extension, que (i) comprende uno o mas emparejamientos
incorrectos en o cerca del extremo 3' que inhibe la autoextension si se hibrida con la secuencia diana tratada con
bisulfito o (ii) comprende un emparejamiento en el extremo 3' que potencia la autoextension si se autohibrida con la
secuencia diana no metilada tratada con bisulfito. El segundo cebador de oligonuclétidos primario se hibrida con el
producto de extension que procede del primer cebador de oligonuclétidos primario. El producto de extension que
procede del primer cebador de oligonucleétidos primario forma una horquilla en bucle intramolecular entre la parte 5'
y la secuencia complementaria dentro del producto de extension. Durante la etapa de extension de la PCR, el primer
cebador de oligonuclétidos primario (i) preferentemente se extiende sobre el producto de extensidon que comprende la
secuencia diana metilada tratada con bisulfito, formando preferentemente de esta manera productos de extension
primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos de la diana metilada tratada con bisulfito o un complemento
de la misma, o (ii) se inhibe de formar productos de extension primarios que comprenden la secuencia de nucledtidos
de la diana no metilada tratada con bisulfito o un complemento de la misma debido a la autohibridacién y autoextension
anterior de dicha diana. El segundo cebador de oligonuclétidos primario (iii) se extiende sobre el producto de extension
independientemente de la secuencia diana, en el que la secuencia metilada tratada con bisulfito se amplifica
preferentemente debido a los productos de extensién primarios diferentes que proceden de la hibridaciéon de los
primeros cebadores de nucledtidos primarios con la diana o copias de la misma, dando como resultado el
enriquecimiento en el producto de extension de la secuencia metilada tratada con bisulfito y de los complementos de
la misma durante dicha reaccién en cadena de la polimerasa primaria.

Las Figuras 156 y 157 ilustran esta realizacion de la presente invencién. Como se muestra en la Figura 156, el ADN
gendémico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh1236l
(CG”CG) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura
156, etapa A). EI ADN digerido se trata con bisulfito para convertir los restos dC no metilados en uracilo (dU)
consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. La regién de interés se amplifica selectivamente usando (i)
cebadores especificos de locus en direccion 5' que también comprenden una porciéon de la secuencia 5'
complementaria de la secuencia no metilada tratada con bisulfito de la hebra superior, lo que permite la formacion de
bucles en horquilla después de la extension, (ii) cebadores especificos de locus en direccion 3, y (iii) una mezcla de
desoxinucledétidos que incluye dUTP. Como se ilustra en la etapa B de esta Figura, se puede incorporar otra capa de
selectividad al método al incluir un grupo blogueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base
de ARN (r), en el cebador especifico de la mutacion en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana,
la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH adecuado para la extension
mediante polimerasa (Figura 156, etapa D). Opcionalmente, la muestra digerida se distribuye por alicuotas en los 12,
24, 48, o0 96 pocillos antes de la PCR. Los productos amplificados contienen dU como se muestra en la Figura 156,
etapa C, lo que permite el tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre. La PCR se lleva
a cabo con una polimerasa que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y de desplazamiento de hebra. La Figura
156, etapa D ilustra adicionalmente que, en rondas posteriores de amplificacion: (i) la hebra inferior no metilada tratada
con bisulfito desnaturalizada forma un bucle en horquilla con correspondencia perfecta en el extremo 3', que se
extiende mediante polimerasa, (i) la hebra inferior metilacion tratada con bisulfito desnaturalizada forma un bucle en
horquilla con dos o mas emparejamientos incorrectos, que generalmente no se extiende mediante polimerasa,w vy (iii)
la hebra superior desnaturalizada forma un bucle en horquilla en su lado 5', que se desnaturaliza durante la etapa de
extension de la PCR a 72 °C. La Figura 156, etapa E ilustra adicionalmente que: después de la extension del bucle en
horquilla del ADN no metilado tratado con bisulfito (i), la secuencia en horquilla extendida no se desnaturaliza a 72 °C
y evita que el cebador en direccién 5' genere una hebra superior de longitud completa. Sin embargo, la secuencia de
bucle en horquilla del ADN metilado tratado con bisulfito (ii) no se extiende teniendo en cuenta las dos o mas bases
con emparejamiento incorrecto y por tanto se desnaturaliza a 72 °C, lo que permite que el cebador en direccién 5'
genere la hebra superior de longitud completa. De forma analoga, el producto de la hebra superior (iii) se desnaturaliza
a 72 °C, permitiendo que la polimerasa genere una hebra inferior de longitud completa. La diferencia de preferencia
por extension de bucle en horquilla de los cebadores en direccion 5' con el molde (i) no metilado tratado con bisulfito
y (ii) metilado tratado con bisulfito da como resultado la eliminacion preferente de los productos de amplificacion no
metilados tratados con bisulfito en cada ciclo de amplificacion, y por tanto da como resultado la amplificacion preferente
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del ADN metilado tratado con bisulfito.

Como se muestra en la Figura 156, etapa G, sondas de oligonucledtidos especificas de la secuencia diana metilada
tratada con bisulfito se hibridan con los productos amplificados, y la ligasa (circulo sélido) une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si cuando se hibridan con su secuencia complementaria. En esta realizacién, la sonda de
oligonucledtidos en 5' que tiene una secuencia especifica para detectar la secuencia metilada tratada con bisulfito de
interés contiene ademas una porcién especifica de cebador en 5' (Ai) para facilitar la posterior deteccion del producto
de ligadura, mientras que la sonda de oligonucleétidos opcional en direccion 5' que tiene una secuencia especifica
para detectar la secuencia de acidos nucleicos no metilada tratada con bisulfito no contiene una porcién especifica de
cebador en 5'. La sonda de oligonucledtidos en direccion 3', que tiene una secuencia especifica para tratar las
secuencias metiladas tratadas con bisulfito contiene una porcién especifica del cebador en 3' (Ci') que, junto con la
porcion especifica del cebador en 5' (Ai) de la sonda en direccidon 5' que tiene una secuencia especifica para detectar
la secuencia metilada tratada con bisulfito de interés, permite la posterior amplificacion y detecciéon solamente de los
productos mutantes ligados. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de especificidad al
método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base de ARN (r),
en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de
estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para ligadura (Figura 156, etapa H). Tras la
ligadura, los productos de ligadura se pueden detectar usando pares de cebadores emparejados Ai y Ci y sondas
TagMan™ que amplian la unién de ligadura como se describe en la Figura 38 (véase la Figura 156, etapas H-J), o
mediante el uso de otros medios adecuados conocidos en la técnica.

La Figura 157 otra reaccion de PCR-gLDR con prevencion de arrastre para detectar metilacion. En esta realizacion,
el ADN genomico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo,
Bsh12361 (CG*CG) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres
(Figura 157, etapa A). El ADN digerido se trata con bisulfito para convertir los restos dC no metilados en uracilo (dU)
consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. La regién de interés se amplifica selectivamente usando (i)
cebadores especificos de locus en direccién 5' que también comprenden una porcién en 5' que tienen una secuencia
complementaria de la secuencia no metilada tratada con bisulfito de la hebra superior, lo que permite la formacion de
bucles en horquilla después de la extension, (ii) cebadores especificos de locus en direccion 3, y (iii) una mezcla de
desoxinucleétidos que incluye dUTP. Como se ilustra en la de esta Figura, se puede incorporar otra capa de
selectividad al método al incluir un grupo blogueante escindible 3' (Blk 3', por ejemplo, el separador C3), y una base
de ARN (r), en el cebador en direccion 5'. Después de la hibridacién especifica de la diana, la ARNasa H (simbolo de
estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH adecuado para la extensién mediante polimerasa (Figura
157, etapa D). Opcionalmente, la muestra digerida se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, o 96 pocillos antes de
la PCR. Los productos amplificados contienen dU como se muestra en la Figura 157, etapa C, lo que permite el
tratamiento posterior con UDG o una enzima similar para evitar el arrastre. La PCR se lleva a cabo con una polimerasa
que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y de desplazamiento de hebra. La Figura 157, etapa D ilustra
adicionalmente que, en rondas posteriores de la PCR (i) la hebra inferior no metilada tratada con bisulfito
desnaturalizada forma un bucle en horquilla con correspondencia perfecta en el extremo 3', que se extiende mediante
polimerasa, (i) la hebra inferior metilacion tratada con bisulfito desnaturalizada forma un bucle en horquilla con dos o
mas emparejamientos incorrectos, que generalmente no se extiende mediante polimerasa,w vy (iii) la hebra superior
desnaturalizada forma un bucle en horquilla en el lado 5', que se desnaturaliza durante la etapa de extension de la
PCR a 72 °C. La Figura 157, etapa E, ilustra adicionalmente que después de la extension del bucle en horquilla del
ADN no metilado tratado con bisulfito (i), la secuencia en horquilla extendida no se desnaturaliza a 72 °C y evita que
el cebador en direccion 5' genere una hebra superior de longitud completa. Sin embargo, la secuencia de bucle en
horquilla del ADN metilado tratado con bisulfito (ii) no se extiende teniendo en cuenta las dos o mas bases con
emparejamiento incorrecto y por tanto se desnaturaliza a 72 °C, lo que permite que el cebador en direccién 5' genere
la hebra superior de longitud completa. De forma analoga, el producto de la hebra superior se desnaturaliza a 72 °C,
permitiendo que la polimerasa genere una hebra inferior de longitud completa (iii). La diferencia de preferencia por
extension de bucle en horquilla de los cebadores en direccion 5' con el molde (i) no metilado tratado con bisulfito y (ii)
metilado tratado con bisulfito da como resultado la eliminacién preferente de los productos de amplificacion no
metilados tratados con bisulfito en cada ciclo de amplificacion, y por tanto da como resultado la amplificacion preferente
del ADN metilado tratado con bisulfito.

En esta realizacion, los cebadores especificos de locus en direccion 3' también contienen una regiéon cebadora en 5',
por ejemplo, una region cebadora universal, esto permite la amplificacion por PCR universal utilizando cebadores
marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés
(Figura 157, etapa B). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la secuencia
metilada tratada con bisulfito de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la secuencia diana
metilada tratada con bisulfito como se ilustra en la Figura 150, etapa G. En esta realizacion, las sondas de ligadura de
un par de ligadura que puede detectar la secuencia de acidos nucleicos metilada tratada con bisulfito (pero no la
secuencia no metilada tratada con bisulfito) contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o
donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca
entre si como se ha descrito mas arriba para la Figura 39. Como se ilustra en la etapa G de esta Figura, se puede
incorporar ofra capa de especificidad al método al incluir un grupo bloqueante escindible en 3', (por ejemplo, el
separador C3), y una base de ARN (r), en la sonda de ligadura en direccion 5'. Después de la hibridacion especifica
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de la diana, la ARNasa H (simbolo de estrella) elimina la base de ARN para generar un grupo 3'OH competente para
ligadura (Figura 150, etapa G). Tras la ligadura (Figura 157, etapa H), los extremos de cola complementarios en 5'y
3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno
de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 157, etapa I).

Otro aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas
de acidos nucleicos que contienen una secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos
de otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas restos metilados.
Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de acidos nucleicos que
potencialmente comprenden la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos en otras
moléculas de acidos nucleicos en uno o mas restos metilados y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas
capaces de digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la muestra. El método
implica ademas poner en contacto la muestra con una o mas enzimas sensibles a la metilacion para formar una mezcla
de reaccidn con la enzima de restriccién, en la que la una o mas de dichas enzimas sensibles a la metilaciéon escinden
las moléculas de acidos nucleicos de la muestra que contienen uno 0 mas restos sin metilar en al menos una secuencia
de reconocimiento de la enzima sensible a la metilacion. Se proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de oligonucleétidos primario (a) un primer
cebador de oligonucledtidos primario que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de una
region de la secuencia de nucledtidos diana que esta en direccion 5' del uno o mas restos metilados y (b) un segundo
cebador de oligonucledtidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es la misma que una regién
de la secuencia de nucledtidos diana que esta en direccion 3' del uno o mas restos metilados. La mezcla de reaccion
con la enzima de restriccion se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos primarios, una
mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de reaccion en cadena
de la polimerasa primaria. EI método implica ademas someter la mezcla de reacciéon en cadena de la polimerasa
primaria a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extensién, formando asi productos de extension
primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma. Se proporcionan uno o
mas conjuntos de cebadores de oligonucleotidos secundarios, comprendiendo cada conjunto de cebadores de
oligonucledtidos secundarios un primer y un segundo cebador de oligonucleétidos anidado que puede hibridarse con
los productos de extension primarios. Los productos de extension primarios se combinan con el uno o mas conjuntos
de cebadores de oligonucledtidos secundarios, una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP, y una ADN
polimerasa para formar una mezcla de la reacciéon en cadena de la polimerasa secundaria, y la mezcla de la reaccion
en cadena de la polimerasa secundaria se somete a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que
comprenden un tratamiento de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extension,
formando de esta manera productos de extension secundarios. Los productos de extensién secundarios de la muestra
se detectan y distinguen para identificar la presencia de una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen
secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias de nucledtidos en otras moléculas de acidos nucleicos
de la muestra en uno o mas restos metilados.

De acuerdo con este aspecto de la presente divulgacion, la mezcla de la reaccidon en cadena de la polimerasa
secundaria puede comprender ademas una o mas sondas de deteccion de oligonucledtidos, por ejemplo, una sonda
de deteccion de oligonucleétidos TagMan™. La sonda de deteccion se hibrida con una secuencia de nucleétidos diana
dentro del producto de extension primario o su complemento, y tiene una molécula inactivadora y una etiqueta
detectable que estan separadas entre si, pero se encuentran lo suficientemente cerca entre si para que la molécula
inactivadora inactive la etiqueta detectable. Durante la etapa de reaccién del proceso de la reaccion en cadena de la
polimerasa secundaria, la una o mas sondas de deteccion de oligonucledtidos se hibridan con porciones
complementarias de los productos de extension primarios y la molécula inactivadora y la etiqueta detectable
posteriormente se escinden de la una o mas sondas de deteccion de oligonucleétidos durante la etapa de extension.
Tras la escision, la etiqueta detectable se separa del inactivador de forma que la etiqueta detectable se detecta.

En una realizaciéon, uno o ambos cebadores de oligonucleétidos primarios del conjunto de cebadores de
oligonucledtidos primarios pueden tener opcionalmente una porcién 3' que comprende un nucledtido o analogo
nucleotidico escindible y un grupo bloqueante, de forma que el extremo 3' de dicho cebador o cebadores no es
adecuado para la extension de la polimerasa hasta que el nucleétido o analogo nucleotidico escindible se escinden.
Tras la escision, se libera un extremo 3'OH en uno o ambos cebadores de oligonucledtidos primarios antes de permitir
la extensioén del cebador.

En otra realizacion, los cebadores de oligonucleétidos primarios del conjunto de cebadores de oligonucleotidos
primarios comprenden una porcién de secuencia de nucleétidos idéntica o sustancialmente idéntica en 5' que tiene
una longitud comprendida entre aproximadamente 6 y 20 bases. De acuerdo con esta realizacion, los productos de
extension deseados que se generan tienen la longitud suficiente para que los cebadores primarios se hibriden
preferentemente con ellos. Sin embargo, cuando se forma un producto de cebador dimérico no deseable, producira
una horquilla consigo mismo mediante sus extremos 5' complementarios y quedara inutilizado para continuar con la
amplificacion.

La Figura 158 ilustra una reaccion PCR-PCR con prevencion de arrastre ilustrativa para detectar la metilacion de
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acuerdo con este aspecto de la presente invencion. En esta realizacion, el ADN genémico o ADNIc se aisla y se trata
con endonucleasas de restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh12361 (CG*CG) y/o HinPIl (GA"CGC) y UNG para
digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 158, etapa A). Como se muestra en la Figura
158, etapa B, las regiones de interés metiladas se amplifican usando PCR en presencia de dUTP usando cebadores
especificos de locus. En una realizacion, se llevan a cabo ciclos de amplificacion limitados (12-20 ciclos) para mantener
las relaciones relativas entre los diferentes amplicones que se producen. En otra realizacion, las regiones de interés
se amplifican utilizan 20-40 ciclos. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores. Los productos de la PCR contienen dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 158, etapa C).
Opcionalmente, la muestra se distribuye por alicuotas en los 12, 24, 48, 0 96 pocillos antes de la PCR. Las regiones
que contienen metilo se amplifican usando cebadores especificos de locus anidados o semianidados y un ensayo
interno tradicional de deteccién TagMan™. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevenciéon de
arrastres.

La Figura 53 otra reaccion de PCR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar metilacion. Analogamente al resto
de realizaciones de la presente invencion, el ADN gendémico o ADNIc se aisla y se trata con endonucleasas de
restriccion sensibles a metilo, por ejemplo, Bsh12361 (CG*"CG) y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres (Figura 53, etapa A). El ADN digerido se trata con bisulfito
para convertir los restos no metilados en uracilo consiguiendo asi el ADN bicatenario no complementario. Como se
muestra en la Figura 53, etapa B, los cebadores especificos de locus que contienen un grupo bloqueante escindible
en 3' se hibridan en presencia de BstU1 (CG*CG) (triangulos llenos), que pueden escindir el ADN arrastrado que
contiene restos no metilados. Una vez que los cebadores se han hibridado con su secuencia diana complementaria,
el grupo bloqueante se retira. En esta realizacion, la region de interés que contiene metilo se amplifica utilizando la
PCR en presencia de dNTP. En esta realizacion, se utiliza un cebador de oligonucleétidos bloqueante durante la
amplificacion para limitar la formacion de amplicones naturales. Como se muestra en la Figura 53, etapa C, los
productos de la PCR estan no metilados, lo que proporciona proteccién frente a arrastres.

Como se muestra en la Figura 53, etapas D y E, los productos de la PCR se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para detecciéon TagMan™ usando cebadores especificos de locus que opcionalmente estan anidados
o semianidados al conjunto primario de cebadores especificos de locus y sonda TagMan™ (barra negra).
Opcionalmente, se puede incorporar un oligonucleétido bloqueante (barra negra gruesa) en esta reaccion para limitar
la formacién de amplicones naturales. En esta realizacion, la reacciéon TagMan™ se lleva a cabo en presencia de los
dUTP, lo que permite la prevencion de arrastres.

Otro aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas
de acidos ribonucleicos que contienen una secuencia de ribonucleétidos diana que difiere de las secuencias de
nucledtidos de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra, o de otras muestras, un transcrito alternativo,
un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion alternativa, una secuencia no de codificaciéon alternativa,
una insercion de exén, una delecién de exén, una insercion de intrén, translocacién, una mutacién u otra redisposicion
genomica. Este método implica proporcionar una muestra que contiene potencialmente una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos que contienen una secuencia de ribonucleétidos diana que difiere de la secuencia de ribonucledtidos de
otras moléculas de acidos ribonucleicos y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir
moléculas de acidos nucleicos que contienen dU presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas cebadores de
oligonucledtidos, siendo cada cebador complementario de la una o mas moléculas de acidos ribonucleicos que
contienen una secuencia de ribonucleétidos diana. La muestra contactada se combina con el uno o mas cebadores
de oligonucleétidos y una transcriptasa inversa para formar una mezcla de transcripcion inversa y se generan
moléculas de acidos desoxirribonucleicos complementarias (ADNc) en la mezcla de transcripcion inversa. Cada
molécula de ADNc comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de la secuencia de
ribonucledtidos diana y contiene dU. El método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de
oligonucleostidos, comprendiendo cada conjunto de cebador (a) un primer cebador de oligonucleétidos que comprende
una secuencia de nucleétidos que es complementaria de una porcién de una secuencia de nucleétidos de ADNc
adyacente al complemento de la secuencia de ribonucleétidos diana del ADNc, y (b) un segundo cebador de
oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de una porciéon de un producto
de extension formado a partir del primer cebador de oligonucleétidos. La mezcla de transcripcion inversa que contiene
las moléculas de ADNc se combina con el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos y una polimerasa
para formar una mezcla de reaccion de la polimerasa, y la mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa se somete
a uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un
tratamiento de hibridacién y un tratamiento de extension, formando de esta manera uno o mas productos de extension
primarios diferentes. EI método implica ademas proporcionar uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos.
Cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende (a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene una
porcién especifica de la secuencia diana, y (b) una segunda sonda de oligonucleétidos que tiene una porcién especifica
de la secuencia diana, en el que la primera y segunda sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas se
configura para hibridarse, de forma especifica de la base, adyacente entre si a un producto de extension primario
complementario con una unién entre las mismas. Los productos de extension primarios se ponen en contacto con una
ligasa y el uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura y la
primera y la segunda sondas del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar
secuencias del producto ligadas en la mezcla de reaccién de la ligasa. Las secuencias de producto ligadas de la
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muestra se detectan y distinguen identificando de esta forma la presencia de una o mas moléculas de acidos
ribonucleicos que contienen la secuencia de ribonucleétidos diana que difieren de las secuencias de ribonucleétidos
de otras moléculas de acidos ribonucleicos de la muestra debido a un corte y empalme alternativo, un transcrito
alternativo, un sitio de inicio alternativo, una secuencia de codificacion alternativa, una secuencia no de codificacion
alternativa, una insercion de exon, una delecion de exén, una insercion de intrén, translocacion, una mutacién u otra
redisposicion genémica.

Las Figuras 54-85 ilustran diversas realizaciones de este aspecto de la presente invencion.

La Figura 54 ilustra una visién general de la reaccion RT-PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre para detectar
translocaciones en el ARNm. Se muestra una ilustracion de las translocaciones entre dos genes del ADN en la Figura
54, etapa A. Se ilustran ejemplos de las diferentes uniones de fusién entre los exones 1-b (fusiéon de ARNm 1), 2-b
(fusion de ARNm 2), y 3-b (fusion de ARNm 3) en los ARNm (Figura 54, etapa B). Este método implica aislar el ARNm
a partir de eritrocitos completos, exosomas, o células tumorales circulantes (CTC) y generar ADNc usando
transcriptasa inversa y un cebador complementario del exén b. EI ADNc generado se amplifica mediante PCR usando
cebadores directos con los exones 1, 2 'y 3 y el cebador del exén b (Figura 54, etapa B). Independientemente del punto
de rotura de la translocacion, los cebadores amplificaran el fragmento mas pequefio que contenga la region de unién
del exdn. Los diversos productos formados durante la amplificacion por PCR se muestran en la Figura 54, etapa C.

Se realiza la LDR usando sondas de oligonucleétidos de ligadura especificos de la unién del exén. Las sondas de
ligadura se pueden disefiar para contener porciones especificas del cebador marcador (por ejemplo, Ai, Ci') adecuadas
para la posterior deteccion usando cebadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (Figura 54, etapas C-D, panel izquierdo).
Como alternativa, las sondas de ligadura se pueden disefiar para contener porciones especificas del cebador UniTaq
(Ai, Ci') y especificas del marcador (Bi') (Figura 54, etapas C-D, panel derecho). Tras la formacion del producto de
ligadura especificos de la union del exdn, los productos de ligadura se amplifican mediante la PCR, y se detectan
(Figura 54, etapa D). Cuando se utilizan cebadores especificos de la marca (Ai, Ci) para amplificar los productos de la
LDR, cada sonda TagMan™ expande la unién de ligadura, y se puede puntuar individualmente. Cuando se usan
cebadores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci), para amplificar los productos de la LDR, el mismo conjunto de
cebadores puntua la translocacion dada, independientemente de la unién al exén especifica.

La Figura 55 ilustra una reaccion RT-PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre para detectar translocaciones en el
ARNm. En esta realizacion, el ARNm se aisla (Figura 55, etapa A) y se trata con UDG para prevencion de arrastres
(Figura 55, etapa B). El ADNc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en
presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones (Figura 55, etapa B). Los cebadores contienen colas
de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos de la PCR incorporan dUTP, lo que
permite la prevencion de arrastres (Figura 55, etapa C).

Como se muestra en la Figura 55, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la unién del exén
que contienen partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan
con su correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 55, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para la deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la
union de ligadura (Figura 55, etapa E). Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que también
destruye los amplicones diana originales (Figura 55, etapa E). Solamente se amplificaran los auténticos productos de
la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR
amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion adicional contra arrastres.

La Figura 56 ilustra otra reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar translocaciones en el
ARNm. En esta realizacion, el ARNm se aisla (Figura 56, etapa A) y se trata con UDG para prevencion de arrastres
(Figura 56, etapa B). El ADNc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3'y transcriptasa inversa en
presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones (Figura 56, etapa B). Los cebadores contienen colas
de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite
la prevencion de arrastres (Figura 56, etapa C).

Como se muestra en la Figura 56, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la union del exon
que contienen partes especificas del cebador UniTaq (Ai, Ci') y la parte marcadora (Bi') adecuadas para la posterior
amplificacion por PCR y deteccion, se hibridan con secuencias de acidos nucleicos correspondientes a la molécula de
ARNmM diana a detectar (Figuras 56, etapa D). Tras la ligadura de las sondas de oligonucleétidos, la muestra se trata
con UDG para eliminar los amplicones diana originales, lo que permite la amplificacion y deteccion selectiva de los
productos de ligadura usando cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito mas arriba (Figuras
56, etapas E-F), facilitando de esta manera la deteccion de la fusion de ARNm con translocaciéon de ARNm. Como se
muestra en la Figura 56, etapas E y F, los productos de ligadura amplificados incorporan dUTP para permitir una futura
prevencion de arrastres.
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La Figura 57 ilustra un ejemplo de una reaccion RT-PCR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar
translocaciones en el ARNm. En esta realizacion, el ARNm se aisla (Figura 57, etapa A) y se trata con UDG para
prevencion de arrastres (Figura 57, etapa B). EI ADNc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3'y
transcriptasa inversa en presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar ciclos limitados de amplificacion
por PCR (12-20) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones (Figura 57, etapa B). Los
cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y porciones especificas de
cebadores universales para permitir una posterior amplificacién universal por PCR usando cebadores marcados con
biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la regién de interés. Los productos
de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencién de arrastres (Figura 57, etapa C). Los productos de la PCR
biotinilados se inmovilizan sobre un soporte soélido y la regién de interés se detecta usando sondas de ligadura
especificas de la union al exén, como se ilustra en la Figura 57, etapa D. En esta realizacion, las sondas de ligadura
especificas de la union del exén de un par de ligadura contienen secuencias de cola complementarias y un grupo
aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy
cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura 57, etapa D), los extremos de
cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos
donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 57, etapa E).

La Figura 58 ilustra una vision general de la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar el
corte y empalme alternativo. La Figura 58, etapa A, es una ilustracion de un gen con 5 exones mostrados segun el
ADN. y la Figura 58, etapa B, muestra ejemplos de variantes de ARNm normales (1-2-3a-4) y de corte y empalme
alternativo (1-2-3b-4). Este método implica aislar el ARNm a partir de eritrocitos completos, exosomas o CTC, y generar
ADNCc usando transcriptasa inversa con un cebador complementario del exdon 4 como se muestra en la Figura 58,
etapa B. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador del exén 4 y un cebador directo del exén 2, para generar
amplicones de las variantes tanto normal como de corte y empalme, en el caso de estar presente. Como se muestra
en la Figura 58, etapa C, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la unién del exdn que contienen
secuencias del cebador marcador (Ai, Ci'; panel izquierdo) o cebador UniTaq y secuencias marcadoras (Ai, Bi'-Ci';
panel derecho) se hibridan con su correspondiente secuencia diana en los productos de la PCR, y la ligasa sella
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si si son perfectamente complementarios en la unién. Los productos de
ligadura se amplifican y detectan usando cebadores especificos de la marca (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q o F2-
Q, Figura 58, etapa D, panel izquierdo) o cebadores UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, F2-Bi-Q-Ai, Ci, Figura 58, etapa D, panel
derecho), como se ha descrito anteriormente.

La Figura 59 ilustra la reacciéon RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar relativamente
transcritos de ARNm de corte y empalme alternativo o de tipo natural. La Figura 59, etapa A ilustra el transcrito natural
que contiene el exén 3a (parte superior) y un transcrito de corte y empalme alternativo que contiene el exén 3b (parte
inferior) a detectar. Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencioén de arrastres (Figura 59,
etapa B). El ADNc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en presencia
de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para mantener
las relaciones relativas entre los diferentes amplicones (Figura 59, etapa B). Los cebadores contienen colas de 8-11
bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la
prevencion de arrastres (Figura 59, etapa C). Como se muestra en la Figura 59, etapa D, sondas de oligonucleétidos
de ligadura especificas de la unién del exdn que contienen partes especificas del cebador marcador (Ai, Ci') adecuadas
para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia diana de forma especifica de
la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 59, etapa D), y los productos de
ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para la deteccion usando cebadores marcadores
(Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q y F2-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 59, etapa E-F). La variante
natural y la de corte y empalme alternativo se cuantifican y distinguen usando PCR en tiempo real y detectando las
sondas TagMan™ marcadas diferencialmente. Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que
también destruye los amplicones diana originales (Figura 59, etapa E). Solamente se amplificaran los auténticos
productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las
sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccién adicional contra arrastres.

La Figura 60 ilustra otra reacciéon RT-PCR-LDR-qPCR con prevenciéon de arrastre para cuantificar relativamente
transcritos de ARNm de corte y empalme alternativo o de tipo natural. La Figura 60, etapa A ilustra el transcrito natural
que contiene el exdn 3a (parte superior) y un transcrito de corte y empalme alternativo que contiene el exén 3b (parte
inferior) a detectar. Las etapas A-D de este método son esencialmente las mismas que se han descrito para la Figura
59, salvo que las sondas de ligadura especificas de la unién del exén se han disefiado para contener secuencias de
cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta realizacion, los
productos de ligadura correspondientes a la variante natural y a la variante de corte y empalme alternativo
posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos
UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en la Figura 60, etapas E-G.

La Figura 61 ilustra una reaccion RT-PCR-gqPCR con prevencion de arrastre para cuantificar relativamente transcritos
de ARNm de corte y empalme alternativo o de tipo natural. La Figura 61, etapa A ilustra el transcrito natural que
contiene el exén 3a (parte superior) y un transcrito de corte y empalme alternativo que contiene el exén 3b (parte
inferior) a detectar. Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 61,
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etapa B). El ADNc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en presencia
de dUTP. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y porciones
especificas de cebadores universales para permitir una posterior amplificacién universal por PCR usando cebadores
marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacién que contienen la region de
interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 61, etapa C). Los
productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte soélido y la region de interés se detecta usando
sondas de ligadura especificas de la union al exén, como se ilustra en la Figura 61, etapa D. En esta realizacion, las
sondas de ligadura especificas de la union del exén de un par de ligadura contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura
61, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo
sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 61,
etapa E).

La Figura 62 ilustra una reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar transcritos de corte y
empalme alternativo de bajo nivel. La Figura 62, etapa A ilustra el transcrito natural que contiene el exén 3a (parte
superior) y un transcrito de corte y empalme nivel alternativo de bajo nivel que contiene el exon 3b (parte inferior) a
detectar. Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 62, etapa B). El
ADNCc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' (es decir, con el exén 4) y transcriptasa inversa en
presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar ciclos limitados de amplificaciéon por PCR (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones (Figura 62, etapa B). En esta realizacion, un cebador
especifico de la variante de corte y empalme alternativo (es decir, el exén 3b), y que no se hibrida con la variante
natural (es decir, el exon 3a), se utiliza para generar solamente productos de amplificacion correspondientes a la
variante de corte y empalme alternativo. Los productos de la PCR incorporan dUTP, lo que permite la prevencion de
arrastres (Figura 62, etapa C). Como se muestra en la Figura 62, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura
especificas de la unién del exén que contienen partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior
amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia diana de forma especifica de base. La ligasa
sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 62, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen
en alicuotas entre pocillos independientes para su deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas
TagMan™ (F1-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 62, etapa E-F). La variante de corte y empalme alternativo
se detecta durante la PCR en tiempo real por la liberacion del grupo fluorescente de la sonda TagMan™. Las muestras
se tratan con UDG para prevencion de arrastres, lo que también destruye los amplicones diana originales (Figura 62,
etapa E). Solamente se amplifican los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP.
Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de LDR, proporcionando una
proteccion adicional contra los arrastres.

Las Figuras 63 y 64 ilustran reacciones RT-PCR-LDR-gPCR y RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastres similares
para detectar transcritos de corte y empalme alternativo de bajo nivel como se ha descrito y se muestra con respecto
a la Figura 62. En la realizacion de la Figura 63, las sondas de ligadura especificas de la union del exén se han
disefiado para contener secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En
consecuencia, en esta realizacion, los productos de ligadura correspondientes a la variante de corte y empalme
alternativo posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores
especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y como se ilustra en la Figura 63, etapas E-G.
En la realizacién de la Figura 64, las sondas de ligadura especificas de la unién del exén de un par de ligadura
contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar
una sefal detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En
consecuencia, tras la ligadura (Figura 64, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos
de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos (D, F2) donante y aceptor muy cerca uno de otro para
generar una sefial FRET detectable (Figura 64, etapa E).

La Figura 65 ilustra una vision general de la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar el
corte y empalme alternativo. La Figura 65, etapa A, muestra una ilustracion de un gen con 3 exones, y un sitio de inicio
alternativo y un primer exén en el ADN. La Figura 65, etapa B muestra ejemplos de la variante normal (1-2-3) y la
variante de corte y empalme alternativo (1a-2-3) de los ARNm. Este método implica aislar el ARNm a partir de
eritrocitos completos, exosomas o CTC, y generar ADNc usando transcriptasa inversa con un cebador complementario
del exdn 2 como se muestra en la Figura 65, etapa B. EI ADNc se amplifica por PCR usando el cebador del exén 2 'y
un cebador directo que es complementario de cualquier del exén 1 o el exén 1a para generar amplicones de ambas
variantes de corte y empalme. Como se muestra en la Figura 65, etapa C, sondas de oligonucledtidos de ligadura
especificas de la union del exén que contienen secuencias del cebador marcador (Ai, Ci'; panel izquierdo) o cebador
UniTaq y secuencias marcadoras (Ai, Bi'-Ci'; panel derecho) se hibridan con su correspondiente secuencia diana en
los productos de la PCR, y la ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si si son perfectamente
complementarios en la unién. Los productos de ligadura se amplifican y detectan usando cebadores especificos de la
marca (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q o F2-Q; Figura 58, etapa D, panel izquierdo) o cebadores UniTaq (F1-Bi-Q-
Ai, F2-Bi-Q-Ai y Ci, Figura 58, etapa D, panel derecho), como se ha descrito anteriormente.

La Figura 66 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos que
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contienen un sitio de inicio de la transcripcion natural y alternativo. La Figura 66, etapa A, ilustra el transcrito natural
que contiene el exén 1 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene el exén 1a como el sitio de inicio (parte
inferior). Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 66, etapa B). El
ADNCc se genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. El
ADNCc se amplifica por PCR usando el cebador especifico del exdn 2 y un cebador directo que es complementario de
cualquier del exon 1 o el exdn 1a para generar amplicones de ambas variantes de corte y empalme. Se lleva a cabo
una amplificacion por PCR limitada (12-20 ciclos) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones (Figura 66, etapa B). En otra realizacion, las regiones de interés se amplifican usando 20-40 ciclos de la
PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos de
la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 66, etapa C). Como se muestra en la Figura
66, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la unidn del exdn que contienen partes especificas
del cebador marcador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR con TagMan™, se hibridan con su
correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 66, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para la deteccién usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q y F2-Q) que
expanden la union de ligadura (Figura 66, etapa E-F). La variante natural y la de sitio de inicio alternativo se cuantifican
y distinguen usando PCR en tiempo real y detectando las sondas TagMan™ marcadas diferencialmente. Las muestras
se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 66,
etapa E). Solamente se amplifican los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP.
Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona
proteccion adicional contra arrastres.

La Figura 67 ilustra otra reacciéon RT-PCR-LDR-qPCR con prevenciéon de arrastre para cuantificar relativamente
transcritos de ARNm de corte y empalme alternativo o de tipo natural. La Figura 67, etapa A, ilustra el transcrito natural
que contiene el exén 1 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene el exdn 1a como el sitio de inicio (parte
inferior). Las etapas A-D de este método son esencialmente las mismas que se han descrito para la Figura 66, salvo
que las sondas de ligadura especificas de la unidn del exdn se han disefiado para contener secuencias de cebadores
UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta realizacion, los productos de
ligadura correspondientes a los transcritos natural y variante posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican
utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente
y se ha ilustrado en la Figura 67, etapas E-F.

La Figura 68 ilustra una reaccion RT-PCR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar relativamente transcritos
de ARNm de corte y empalme alternativo o de tipo natural. La Figura 68, etapa A, ilustra el transcrito natural que
contiene el exon 1 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene el exdn 1a como el sitio de inicio (parte inferior).
Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 68, etapa B). El ADNc se
genera usando cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. El ADNc se
amplifica por PCR usando el cebador del exén 2 y un cebador directo que es complementario de cualquier del exon 1
o el exdén 1a para generar amplicones de ambas variantes de corte y empalme. Los cebadores contienen colas de 8-
11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y porciones especificas de cebadores universales para permitir
una posterior amplificacion universal por PCR usando cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5'
a los productos de amplificacion que contienen la regién de interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que
permite la prevencion de arrastres (Figura 68, etapa C). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un
soporte solido y la region de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la unién al exén, como se
ilustra en la Figura 68, etapa D. En esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de la unién del exén de un par
de ligadura contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que
pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas
arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura 68, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los
productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro
para generar una sefial FRET detectable (Figura 68, etapa E).

La Figura 69 ilustra una reacciéon RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar un bajo nivel del
transcrito de sitio de inicio alternativo. La Figura 69, etapa A, ilustra el transcrito natural que contiene el exén 1 (parte
superior) y el transcrito alternativo que tiene el exén 1a como el sitio de inicio (parte inferior). Este método implica
aislar el ARNm vy tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 69, etapa B). EIl ADNc se genera usando
cebadores especificos de transcrito en 3' y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa
para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para mantener las relaciones relativas entre los
diferentes amplicones (Figura 69, etapa B). En esta realizacion, un cebador especifico del transcrito alternativo (es
decir,exén 1a) que no se hibrida con la variante natural (es decir, exdn 1) se utiliza para generar solamente productos
de amplificacion correspondientes al transcrito alternativo. Los productos de la PCR incorporan dUTP, lo que permite
la prevencion de arrastres (Figura 69, etapa C). Como se muestra en la Figura 69, etapa D, sondas de oligonucleétidos
de ligadura especificas de la union del exén que contienen partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la
posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia diana de forma especifica de base. La
ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 69, etapa D), y los productos de ligadura se
distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su deteccién usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y
sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 69, etapa E-F). La variante de corte y empalme
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alternativo se detecta durante la PCR en tiempo real por la liberacion del grupo fluorescente de la sonda TagMan™.
Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, lo que también destruye los amplicones diana originales
(Figura 69, etapa E). Solamente se amplifican los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en
presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de LDR,
proporcionando una proteccion adicional contra los arrastres.

Las Figuras 70 y 71 ilustran reacciones RT-PCR-LDR-qPCR y RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastres similares
para detectar transcritos de sitio de inicio alternativo de bajo nivel como se ha descrito y se muestra con respecto a la
Figura 69 (etapas A-C), donde solamente se utilizan los cebadores especificos de la amplificacion del transcrito
alternativo. En la realizacion de la Figura 70, las sondas de ligadura especificas de la union del exén se han disefiado
para contener secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia,
en esta realizacion, los productos de ligadura correspondientes a los transcritos de sitio de inicio alternativo
posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos
UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y como se ilustra en la Figura 70, etapas E-G. En la
realizacién de la Figura 71, las sondas de ligadura especificas de la unién del exén de un par de ligadura contienen
secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial
detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia,
tras la ligadura (Figura 71, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se
hibridan entre si poniendo sus respectivos restos (D, F2) donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una
sefial FRET detectable (Figura 71, etapa E).

La Figura 72 ilustra una visién general de la reaccion RT-PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre para detectar
delecion la delecion de exones. La Figura 72, etapa A, muestra una ilustracion de un gen con 5 exones y 4 intrones
en el ADN. La Figura 72, etapa B, muestra ejemplos del transcrito natural que contiene los exones 1-5 (parte superior)
y el transcrito alternativo donde el exén 4 esta eliminado (parte inferior, es decir, los exones 1-3 y 5). Este método
implica aislar el ARNm a partir de eritrocitos completos, exosomas o CTC, y generar ADNc usando transcriptasa
inversa con un cebador complementario del exdn 5 como se muestra en la Figura 72, etapa B. El ADNc se amplifica
por PCR usando el cebador del 5 junto con cebadores directos complementarios del exén 3 y del exén 4 para generar
amplicones de variantes tanto naturales como de delecion. Como se muestra en la Figura 72, etapa C, sondas de
oligonucledtidos de ligadura especificas de la unién del exén que contienen secuencias del cebador marcador (Ai, Ci';
panel izquierdo) o cebador UniTaq y secuencias marcadoras (Ai, Bi'-Ci'; panel derecho), se hibridan con su
correspondiente secuencia diana en los productos de la PCR, y la ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos
entre si si son perfectamente complementarios en la unién. Los productos de ligadura se amplifican y detectan usando
cebadores especificos de la marca (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q o F2-Q; Figura 72, etapa D, panel izquierdo) o
cebadores UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, F2-Bi-Q-Aiy Ci, Figura 72, etapa D, panel derecho), como se ha descrito anteriormente.

La Figura 73 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales
y transcritos que tienen una delecién de exones. La Figura 73, etapa A, ilustra el transcrito natural que contiene los
exones 1-5 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene solamente los exones 1-3 y 5, donde el exdn 4 falta
(parte inferior). Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 73, etapa
B). El ADNc se genera usando un cebador especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un cebador especifico del exon
5) y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador del 5 junto con
cebadores directos complementarios del exén 3 y del exén 4 para generar amplicones de variantes tanto naturales
como de delecion. Se lleva a cabo una amplificacion por PCR limitada (12-20 ciclos) para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones (Figura 73, etapa B). En ofra realizacion, las regiones de interés se amplifican
usando 20-40 ciclos de la PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 73, etapa C).
Como se muestra en la Figura 73, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la unién del exén
que contienen partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan
con su correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 73, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para la deteccién usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q y F2-Q) que
expanden la union de ligadura (Figura 73, etapa E-F). La variante natural y la de delecion se cuantifican y distinguen
usando PCR en tiempo real y detectando las sondas TagMan™ marcadas diferencialmente. Las muestras se tratan
con UDG para prevencion de arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 73, etapa E).
Solamente se amplifican los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los
cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion
adicional contra arrastres.

La Figura 74 ilustra otra reaccion RT-PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales
y transcritos que tienen una delecién de exones. La Figura 74, etapa A, ilustra el transcrito natural que contiene los
exones 1-5 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene solamente los exones 1-3 y 5, donde el exdn 4 falta
(parte inferior). Las etapas A-D de este método son esencialmente las mismas que se han descrito para la Figura 73,
salvo que las sondas de ligadura especificas de la uniéon del exon se han disefiado para contener secuencias de
cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta realizacion, los
productos de ligadura correspondientes a los transcritos natural y variante posteriormente se amplifican, se detectan
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y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha
descrito anteriormente y se ha ilustrado en la Figura 74, etapas E-G.

La Figura 75 ilustra una reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales y
transcritos que tienen una delecion de exones. La Figura 75, etapa A, ilustra el transcrito natural que contiene los
exones 1-5 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene solamente los exones 1-3 y 5, donde el exdn 4 falta
(parte inferior). Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 75, etapa
B). El ADNc se genera usando un cebador especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un cebador especifico del exon
5) y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador del 5 junto con
cebadores directos complementarios del exén 3 y del exén 4 para generar amplicones de variantes tanto naturales
como de delecién. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y
porciones especificas de cebadores universales para permitir una posterior amplificaciéon universal por PCR usando
cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificaciéon que contienen la
region de interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 75, etapa
C). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la region de interés se detecta
usando sondas de ligadura especificas de la union al exén, como se ilustra en la Figura 75, etapa D. En esta
realizacion, las sondas de ligadura especificas de la union del exdn de un par de ligadura contienen secuencias de
cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefal detectable
mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura
(Figura 75, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre
si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable
(Figura 75, etapa E).

La Figura 76 ilustra una reaccion RT-PCR-LDR-qPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos de bajo
nivel que tienen una delecién de exones. La Figura 76, etapa A, ilustra el transcrito natural que contiene los exones 1-
5 (parte superior) y el transcrito alternativo que tiene solamente los exones 1-3 y 5, donde el exén 4 falta (parte inferior).
Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 76, etapa B). El ADNc se
genera usando un cebador especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un cebador especifico del exdn 5) y transcriptasa
inversa en presencia de dUTP. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador del exén 5 junto con un cebador
directo complementario del exén 3 y del oligonucledtido bloqueantes. El oligonucleétido bloqueante se hibrida con el
exon 4 en el transcrito natural, evitando de esta manera la amplificacion de los transcritos naturales. En consecuencia,
solamente se generan productos de amplificacion correspondientes al transcrito de delecion. Los productos de la PCR
incorporan dUTP, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 76, etapa C). Como se muestra en la Figura 76,
etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la unién del exdn que contienen partes especificas del
cebador marcador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente
secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si
(Figura 76 etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su
deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la unién de ligadura
(Figura 76, etapa E-F). El transcrito de delecion se detecta durante la PCR en tiempo real mediante la liberacion del
grupo fluorescente de la sonda TagMan™. Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que también
destruye los amplicones diana originales (Figura 76, etapa E). Solamente se amplifican los auténticos productos de la
LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR
amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccién adicional contra arrastres.

Las Figuras 77 y 78 ilustran reacciones RT-PCR-LDR-gPCR y RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastres similares
para detectar transcritos de delecion de bajo nivel como se ha descrito y se muestra con respecto a la Figura 76. En
la realizacion de la Figura 77, las sondas de ligadura especificas de la union del exén se han disefiado para contener
secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta
realizacion, los productos de ligadura correspondientes a los transcritos delecion posteriormente se amplifican, se
detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se
ha descrito anteriormente y como se ilustra en la Figura 77, etapas E-G. En la realizacién de la Figura 78, las sondas
de ligadura especificas de la unién del exon de un par de ligadura contienen secuencias de cola complementarias y
un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se
ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura 78, etapa D), los
extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos
restos (D, F2) donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 78, etapa E).

La Figura 79 ilustra una vision general de la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para detectar el
corte y empalme alternativo con insercion de intrones. La Figura 79, etapa A, muestra una ilustracién de un gen con 5
exones Yy 4 intrones en el ADN. La Figura 79, etapa B, muestra ejemplos del transcrito natural que contiene los exones
1-5 (parte superior) y el transcrito de corte y empalme alternativo que contiene los exones 1-5 con insercion de un
intrén i1 (parte inferior). Este método implica aislar el ARNm a partir de eritrocitos completos, exosomas o CTC, y
generar ADNc usando transcriptasa inversa con un cebador complementario del exén 2 como se muestra en la Figura
79, etapa B. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador especifico del exén 2 junto con un cebador directo del
exon 1, para generar amplicones tanto de la variante natural como de la insercion del intron. Como se muestra en la
Figura 79, etapa C, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la union del exdn que contienen secuencias
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del cebador marcador (Ai, Ci'; panel izquierdo) o cebador UniTaq y secuencias marcadoras (Ai, Bi'-Ci'; panel derecho)
se hibridan con su correspondiente secuencia diana en los productos de la PCR, y la ligasa sella covalentemente los
dos oligonucledtidos entre si si son perfectamente complementarios en la unién. Los productos de ligadura se
amplifican y detectan usando cebadores especificos de la marca (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q o F2-Q; Figura
79, etapa D, panel izquierdo) o cebadores UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, F2-Bi-Q-Ai y Ci, Figura 79, etapa D, panel derecho),
como se ha descrito anteriormente.

La Figura 80 ilustra una reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales
y transcritos de corte y empalme alternativo que contienen una insercion de intrén. La Figura 80, etapa B, muestra
ejemplos del transcrito natural que contiene los exones 1-5 (parte superior) y el transcrito de corte y empalme
alternativo que contiene los exones 1-5 con insercion de un intrén i1 (parte inferior). Este método implica aislar el
ARNmMm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 80, etapa B). El ADNc se genera usando un cebador
especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un cebador especifico del exdn 2) y transcriptasa inversa en presencia de
dUTP. ElI ADNc se amplifica por PCR usando el cebador especifico del exén 2 junto con un cebador directo del exén
1 para generar amplicones de variantes tanto naturales como la variante de insercién de intrén. Se lleva a cabo una
amplificacion por PCR limitada (12-20 ciclos) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes amplicones
(Figura 80, etapa B). En otra realizacion, las regiones de interés se amplifican utilizan 20-40 ciclos. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos de la PCR incorporan
dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 80, etapa C). Como se muestra en la Figura 80, etapa D, sondas
de oligonucleodtidos de ligadura especificas de la unidn del exén que contienen partes especificas del cebador
marcador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia
diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 80,
etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para la deteccion usando
cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q y F2-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 80, etapa
E-F). La variante natural y la de insercién se cuantifican y distinguen usando PCR en tiempo real y detectando las
sondas TagMan™ marcadas diferencialmente. Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que
también destruye los amplicones diana originales (Figura 80, etapa E). Solamente se amplifican los auténticos
productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las
sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccién adicional contra arrastres.

La Figura 81 ilustra otra reaccion RT-PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales
y transcritos de corte y empalme alternativo que contienen una insercion de intrén. La Figura 81, etapa B, muestra
ejemplos del transcrito natural que contiene los exones 1-5 (parte superior) y el transcrito de corte y empalme
alternativo que contiene los exones 1-5 con insercion de un intrén i1 (parte inferior). Las etapas A-D de este método
son esencialmente las mismas que se han descrito para la Figura 80, salvo que las sondas de ligadura especificas de
la unién del exon se han disefiado para contener secuencias de cebadores UniTagq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora
UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta realizacion, los productos de ligadura correspondientes a los transcritos natural
y variante posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores
especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en la Figura 81, etapas E-G.

La Figura 82 ilustra una reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastre para cuantificar transcritos naturales y
transcritos de corte y empalme alternativo que contienen una insercion de intrén. La Figura 82, etapa B, muestra
ejemplos del transcrito natural que contiene los exones 1-5 (parte superior) y el transcrito de corte y empalme
alternativo que contiene los exones 1-5 con insercion de un intrén i1 (parte inferior). Este método implica aislar el
ARNmMm y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 82, etapa B). El ADNc se genera usando un cebador
especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un cebador especifico del exdn 2) y transcriptasa inversa en presencia de
dUTP. El ADNc se amplifica por PCR usando el cebador especifico del exén 2 junto con un cebador directo del exdn
1 para generar amplicones de variantes tanto naturales como la variante de insercion de intrén. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y porciones especificas de cebadores
universales para permitir una posterior amplificacién universal por PCR usando cebadores marcados con biotina para
agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la region de interés. Los productos de la PCR
incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 82, etapa C). Los productos de la PCR biotinilados
se inmovilizan sobre un soporte solido y la region de interés se detecta usando sondas de ligadura especificas de la
union al exén, como se ilustra en la Figura 82, etapa D. En esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de la
union del exén de un par de ligadura contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o donante,
respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como
se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura 82, etapa D), los extremos de cola
complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante
y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 82, etapa E).

La Figura 83 ilustra una reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencién de arrastre para detectar transcritos de bajo
nivel que contienen una insercion de intrones. La Figura 83, etapa B, muestra ejemplos del transcrito natural que
contiene los exones 1-5 (parte superior) y el transcrito de corte y empalme alternativo que contiene los exones 1-5 con
insercion de un intrén i1 (parte inferior). Este método implica aislar el ARNm y tratarlo con UDG para prevencion de
arrastres (Figura 83, etapa B). El ADNc se genera usando un cebador especifico de transcrito en 3' (por ejemplo, un
cebador especifico del exon 2) y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. El ADNc se amplifica por PCR usando

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784342 T3

el cebador del ex6n 2 junto con un cebador directo especifico del intron. El cebador especifico de intrén no amplifica
el transcrito natural, sino solamente se amplifica el transcrito que contiene la insercién del intrén i1. Los productos de
la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 83, etapa C). Como se muestra en la Figura
83, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de la union del exdn que contienen partes especificas
del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia
diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 83,
etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su deteccion
usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 83,
etapa E-F). El transcrito que contiene la insercion de intrén se detecta durante la PCR en tiempo real mediante la
liberacion del grupo fluorescente de la sonda TagMan™. Las muestras se tratan con UDG para prevencion de
arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 83, etapa E). Solamente se amplifican los
auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales
ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccién adicional contra arrastres.

Las Figuras 84 y 85 ilustran reacciones RT-PCR-LDR-qPCR y RT-PCR-gLDR con prevencion de arrastres similares
para detectar transcritos de una insercion de intréon de bajo nivel como se ha descrito y se muestra con respecto a la
Figura 83. En la realizacion de la Figura 84, las sondas de ligadura especificas de la unién del exén se han disefiado
para contener secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia,
en esta realizacion, los productos de ligadura correspondientes al transcrito de insercion de intrén posteriormente se
amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-
Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y como se ilustra en la Figura 84, etapas E-G. En la realizacién de la Figura
85, las sondas de ligadura especificas de la unién del exén de un par de ligadura contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura
85, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo
sus respectivos restos (D, F1) donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable
(Figura 85, etapa E).

Los métodos de la presente invencién son adecuados para cuantificar o enumerar la cantidad de la una o mas
secuencias de nucleotidos diana en una muestra. Por ejemplo, los métodos de la presente invencion se pueden utilizar
para enumerar el numero de copias relativo de una o mas moléculas de acidos nucleicos diana en una muestra como
se ilustra en las Figuras 86-91.

La Figura 86 ilustra la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastre para enumerar el nimero de copias de ADN.
Este método implica aislar el ADN a partir de las CTC, exosomas especificos de tumor u otras muestras biolégicas, y
tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 86, etapa B). Las regiones cromosomicas de interés se
amplifican usando ciclos de la PCR limitados (12-20 ciclos) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones (Figura 86, etapa B). En otra realizacion, las regiones cromosomicas de interés se amplifican utilizan 20-
40 ciclos. Para una enumeracion precisa, la muestra se dispersa entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la amplificacion
por PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos
de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 86, etapa C). Como se muestra en la
Figura 86, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de locus que contienen partes especificas del
cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia
diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si (Figura 86,
etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su deteccion
usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la unién de ligadura (Figura 86,
etapa E-F). El nimero de copias de ADN se determina basandose en la distribucion de Poisson de la sefial entre los
diferentes pocillos o camaras. Las muestras se tratan con UDG para prevencion de arrastres, que también destruye
los amplicones diana originales (Figura 86, etapa E). Solamente se amplificaran los auténticos productos de la LDR,
cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican
los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion adicional contra arrastres.

La Figura 87 ilustra otra reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para enumerar el nimero de copias de
ADN. Este método implica esencialmente las mismas etapas (es decir, las etapas A-D) que el método ilustrado en la
Figura 86; sin embargo, en esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de locus se han disefiado para contener
secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta
realizacion, los productos de ligadura posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en
tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en
la Figura 87, etapas E-G. El nimero de copias se determina basandose en la distribucion de Poisson de la sefial entre
los diferentes pocillos o camaras.

La Figura 88 también ilustra la reaccion PCR-gPCR con prevencion de arrastre para enumerar el nUmero de copias
de ADN. Este método implica aislar el ADN a partir de las CTC, exosomas especificos de tumor u otras muestras
bioldgicas, y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 88, etapa B). Las regiones cromosomicas de
interés se amplifican usando ciclos de la PCR limitados (12-20 ciclos) para mantener las relaciones relativas entre los
diferentes amplicones (Figura 88, etapa B). En otra realizacion, las regiones cromosémicas de interés se amplifican
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utilizan 20-40 ciclos. Para una enumeracion precisa, la muestra se dispersa entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la
amplificacion por PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y
porciones especificas de cebadores universales para permitir una posterior amplificaciéon universal por PCR usando
cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacién que contienen la
region de interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 88, etapa
C). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la region de interés se detecta
usando sondas de ligadura especificas de locus, como se ilustra en la Figura 88, etapa D. En esta realizacion, las
sondas de ligadura especificas de la union del exén de un par de ligadura contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura
88, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo
sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 88,
etapa E). El nimero de copias se determina basandose en la distribucién de Poisson de la sefial entre los diferentes
pocillos o camaras.

La Figura 89 ilustra la reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para enumerar el nimero de copias
de ARN. Este método implica aislar el ARN a partir de eritrocitos completos, exosomas, CTS u otra muestra biologica,
y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 89, etapa B). El ADNc se genera usando cebadores
especificos de transcrito en 3'y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar
ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones (Figura 89, etapa B). Para una enumeracion precisa, la muestra se dispersa entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
antes de la amplificacion por PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 89, etapa C).
Como se muestra en la Figura 89, etapa D, sondas de oligonucleétidos de ligadura especificas de locus que contienen
partes especificas del cebador marcador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con
su correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 89, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden
la union de ligadura (Figura 89, etapa E-F). El nimero de copias de ARN se cuantifica por PCR en tiempo real
basandose en la distribucién de Poisson de la sefial entre los diferentes pocillos o camaras. Las muestras se tratan
con UDG para prevencion de arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 89, etapa E).
Solamente se amplificaran los auténticos productos de la LDR cuando se utilice la PCR en presencia de dUTP. Ni los
cebadores de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion
adicional contra arrastres.

La Figura 90 ilustra otra reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para enumerar el niumero de copias
de ARN. Para una enumeracion precisa, la muestra se dispersa entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la amplificacion
por PCR. Este método implica esencialmente las mismas etapas (es decir, las etapas A-D) que el método ilustrado en
la Figura 89; sin embargo, en esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de locus se han disefiado para
contener secuencias de cebadores UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta
realizacion, los productos de ligadura posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican utilizando la PCR en
tiempo real con cebadores especificos UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en
la Figura 90, etapas E-G. El nimero de copias se determina basandose en la distribucion de Poisson de la sefial entre
los diferentes pocillos o camaras.

La Figura 91 ilustra la reaccion RT-PCR-gqPCR con prevencién de arrastre para enumerar el nimero de copias de
ARN. Este método implica aislar el ARN a partir de eritrocitos completos, exosomas, CTC u otras muestras bioldgicas,
y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 91, etapa B). Para una enumeracion precisa, la muestra se
dispersa entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la amplificacion por PCR. El ADNc se genera usando cebadores
especificos del transcrito en 3'y transcriptasa inversa en presencia de dUTP. La polimerasa Taq se activa para realizar
ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) para mantener las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones (Figura 91, etapa B). Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores y porciones especificas de cebadores universales para permitir una posterior amplificacion universal por
PCR usando cebadores marcados con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacién que
contienen la region de interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres
(Figura 91, etapa C). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la regién de interés
se detecta usando sondas de ligadura especificas de locus, como se ilustra en la Figura 91, etapa D. En esta
realizacion, las sondas de ligadura especificas de la union del exdn de un par de ligadura contienen secuencias de
cola complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefal detectable
mediante FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura
(Figura 91, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre
si poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable
(Figura 91, etapa E). El nimero de copias se determina basandose en la distribucion de Poisson de la sefial entre los
diferentes pocillos o camaras. Otro aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para identificar, en una
muestra, una o mas moléculas de acidos microrribonucleicos (MIARN) que contienen una secuencia de
microrribonucledtidos diana que se diferencia de las secuencias de microrribonucleétidos en otras moléculas de
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miARN de la muestra en una o mas bases. Este método implica proporcionar una muestra que contiene una o mas
moléculas de miARN que contienen potencialmente la secuencia de microrribonucleétidos diana que se diferencia de
las secuencias de microrribonucleétidos en otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas bases, y poner en
contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir moléculas de acidos nucleicos que contienen dU
potencialmente presentes en la muestra. Se proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos,
comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucleétidos que tiene una porcion en
horquilla en 5', un grupo bloqueante, una porcién interna especifica del cebador en la regién del bucle, y una porcion
de la secuencia de nucledtidos en 3' que es complementaria de una porciéon en 3' de la molécula de miARN que
contiene la secuencia de microrribonucleétidos diana, (b) un segundo cebador de oligonucledtidos que tiene una
porcién de la secuencia de nucleétidos en 3' que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la molécula
de miARN que contiene la secuencia de microrribonucleétidos diana, y una porcion especifica del cebador en &', (c)
un tercer cebador de oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es la misma que la porcion
interna especifica del cebador del primer cebador de oligonucleétidos, y (d) un cuarto cebador de oligonucleotidos que
comprende una secuencia de nucledtidos que es la misma que la porcion del cebador en 5' del segundo cebador de
oligonucledtidos. La muestra contactada se mezcla con el uno o mas primeros cebadores de oligonucleétidos de un
conjunto de cebadores, una mezcla de desoxinucleotidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar
una mezcla de reaccion de transcripcion inversa. El primer cebador de oligonucledtidos se hibrida con la molécula de
miARN que contiene la secuencia de microrribonucleétidos diana, si esta presente en la muestra, y la transcriptasa
inversa extiende el extremo 3' del primer cebador de oligonucleétidos hibridado para generar un primer cebador de
oligonucledtidos extendido que comprende el complemento de la de la molécula de miARN que contiene la secuencia
de microrribonucleétidos diana. El método implica ademas combinar la mezcla de reaccién de la transcripcion inversa
con el segundo, el tercero, y el cuarto cebador de oligonucleétidos del conjunto de cebadores para formar una mezcla
de reaccion de la polimerasa en condiciones eficaces para que el uno o mas segundos cebadores de oligonucleotidos
de un conjunto de cebadores se hibride con la region del primer cebador de oligonucledtidos extendido que comprende
el complemento de la de la molécula de miARN que contiene la secuencia de microrribonucleétidos diana y que se
extienda para generar un producto de extension primario que comprende la porcion especifica del cebador en 5', una
secuencia de nucledtidos que corresponde a la secuencia de microrribonucleétidos diana de la molécula de miARN, y
el complemento de la porcién interna especifica del cebador. La mezcla de reacciéon en cadena de la polimerasa se
somete a uno o mas ciclos de reaccidon en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacion, un tratamiento de hibridacién, y un tratamiento de extension, formando de esta manera una
pluralidad de productos de extensién primarios. El método implica ademas combinar la pluralidad de productos de
extension primarios con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos para formar una mezcla de
la reaccion de ligadura. Cada conjunto de sondas de oligonucledtidos comprende (a) una primera sonda de
oligonucledtidos que tiene una porcion especifica de la diana y (b) una segunda sonda de oligonucleétidos que tiene
una porcion especifica de la diana y una porcion complementaria de un producto de extensién primario, en el que la
primera y segunda sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas se configura para hibridarse, de forma
especifica de la base, adyacentes entre si sobre porciones complementarias especificas de diana de un producto de
extension primario con una union entre las mismas. Las primera y segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas
conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si para formar secuencias de producto ligadas en la mezcla de
la reaccion de ligadura, y las secuencias de producto ligadas de las muestras se detectan y se distinguen para
identificar de esta forma una o mas moléculas de miARN que contienen una secuencia de microrribonucleétidos diana
que difieren de las secuencias de microrribonucleétidos de otras moléculas de miARN de la muestra en una o mas
bases.

La Figura 92 ilustra una reaccién de PCR-LDR con prevencién de arrastre para cuantificar el miARN. Este método
implica aislar el ARN de exosomas especificos de tumor u otras muestras bioldgicas, y tratarlo con UDG para
prevencion de arrastres (Figura 92, etapa B). Un cebador de oligonucledtidos que tiene una porcion que es
complementaria del extremo 3' del miARN diana, y que contiene una horquilla, una marca (Tj), y un grupo bloqueante
(circulo relleno) se hibrida con el extremo 3' del miARN diana. El extremo 3' del cebador de oligonucleétidos se extiende
usando transcriptasa inversa (rombos rellenos) en presencia de dUTP (Figura 92, etapa B). La polimerasa Taq se
activa para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) usando un cebador puente que comprende una
secuencia que es complementaria de una parte del miARN transcrito de forma inversa y una porcidon de secuencia
especifica del cebador en direccion 5' (Ti), y cebadores marcadores (Ti, Tj) como se muestra en la Figura 92, etapa B.
Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Opcionalmente, la
muestra se puede distribuir por alicuotas entre 12, 24, 480 96 pocillos antes de la PCR. Los productos de la PCR
incorporan dUTP, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 92, etapa C). Como se muestra en la Figura 92,
etapa D, sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN que contienen partes especificas del cebador (Aj,
Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su correspondiente secuencia diana en los
productos de la PCR de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos oligonucleétidos entre si
(Figura 92, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos independientes para su
deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden la union de ligadura
(Figura 92, etapa E-F). La presencia de miARN en la muestra se cuantifica usando la PCR en tiempo real basandose
en la deteccion de la etiqueta liberada de la sonda TagMan™. Las muestras se tratan con UDG para prevenciéon de
arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 92, etapa E). Solamente se amplificaran los
auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores de PCR originales
ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccién adicional contra arrastres.
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La Figura 93 ilustra otra reaccion de RT-PCR-LDR-gqPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el miARN. Este
método implica esencialmente las mismas etapas (es decir, las etapas A-D) que el método ilustrado en la Figura 92;
sin embargo, en esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de miARN se han disefiado para contener
secuencias del cebador UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta realizacion,
los productos de ligadura posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican usando PCR en tiempo real con
cebadores especificos de UniTag (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en la Figura 93,
etapas E-G.

La Figura 94 también ilustra una reaccion de RT-PCR-gLDR con prevencién de arrastre para cuantificar el miARN.
Este método implica aislar el ARN de exosomas especificos de tumor u otras muestras bioldgicas, y tratarlo con UDG
para prevencion de arrastres (Figura 94, etapa B). Un cebador de oligonucleétidos que tiene una porcidon que es
complementaria del extremo 3' del miARN diana, y que contiene una horquilla, una marca (Tj), y un grupo bloqueante
(circulo relleno) se hibrida con el extremo 3' del miARN diana. El extremo 3' del cebador de oligonucleétidos se extiende
usando transcriptasa inversa (rombos rellenos) en presencia de dUTP (Figura 94, etapa B). La polimerasa Taq se
activa para realizar ciclos limitados de amplificacion por PCR (12-20) usando un cebador puente que comprende una
secuencia que es complementaria de una parte del miARN transcrito de forma inversa y una porcidon de secuencia
especifica del cebador en direccién 5' (Ti), y cebadores marcadores (Ti, Tj) como se muestra en la Figura 94, etapa B.
Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores y porciones especificas
de cebadores universales para permitir una posterior amplificacién universal por PCR usando cebadores marcados
con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen la regiéon de interés. Los
productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencién de arrastres (Figura 94, etapa C). Los productos de
la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte solido y la region de interés se detecta usando sondas de ligadura
especificas de la secuencia de miARN, como se ilustra en la Figura 94, etapa D. En esta realizacion, las sondas de
ligadura especificas de la secuencia de miARN contienen secuencias de cola complementarias y un grupo aceptor o
donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante FRET cuando se ponen muy cerca
entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura 94, etapa D), los extremos de cola
complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo sus respectivos restos donante
y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 94, etapa E).

Otro aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas
de acidos microrribonucleicos (miARN) que contienen una secuencia de microrribonucleétidos diana que se
diferencian en su secuencia de otras moléculas de miARN de la muestra en una o0 mas bases. Este método implica
proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de miARN que contienen potencialmente una secuencia
de microrribonucledtidos diana que se diferencian en su secuencia de otras moléculas de miARN por diferencias en
una o mas bases, y poner en contacto la muestra con una o mas enzimas capaces de digerir moléculas de acidos
nucleicos que contienen dU potencialmente presentes en la muestra. La muestra contactada se combina con una
ligasa y una primera sonda de oligonucleétidos que comprende un fosfato en 5', una porcion de horquilla en 5', una
porcion interna especifica de cebador en la region del bucle, un grupo bloqueante y una secuencia de nucleétidos en
3' que es complementaria de una porcién en 3' de la molécula de miARN que contiene una secuencia de
microrribonucleotidos diana para formar una reaccién de ligadura. El método implica ademas ligar la molécula de
miARN que contiene una secuencia de microrribonucleétidos diana por su extremo 3' al fosfato en 5' de la primera
sonda de oligonucleétidos para generar una molécula de acidos nucleicos quimérica que comprende la molécula de
miARN que contiene una secuencia de microrribonucleétidos diana, si esta presente en la muestra, agregada a la
primera sonda de oligonucledtidos. Se proporcionan uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos,
comprendiendo cada conjunto de cebadores (a) un primer cebador de oligonucleétidos que comprende una secuencia
de nucledtidos en 3' que es complementaria de un complemento del extremo 5' de la molécula de miARN que contiene
una secuencia de microrribonucleétidos diana, y una porcion especifica del cebador en 5', (b) un segundo cebador de
oligonucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria de la porcion interna especifica
del cebador de la primera sonda de oligonucledtidos, y (c) un tercer cebador de oligonucleétidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que es la misma que la porcidn especifica del cebador en 5' del primer cebador de
oligonucledtidos. La molécula de acidos nucleicos quimérica se combina con el uno o mas segundos cebadores de
oligonucledtidos, una mezcla de desoxinucledtidos que incluye dUTP y una transcriptasa inversa para formar una
mezcla de reaccion de transcripcion inversa, en la que el uno o mas segundos cebadores de oligonucleétidos de un
conjunto de cebadores se hibrida con la porcion interna especifica del cebador de la molécula de acidos nucleicos
quimeérica, y se extiende por su extremo 3' para generar un complemento de la molécula de acido nucleico quimérica,
si esta presente en la muestra. El método implica ademas combinar la mezcla de reaccion de la transcripcion inversa
con el primer y el tercer cebadores de oligonucledtidos de un conjunto de cebadores para formar una mezcla de
reaccion de la polimerasa, y someter la mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa a uno o mas ciclos de reaccion
en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacién y un
tratamiento de extensién, formando de esta manera productos de extensién primarios. Los productos de extension
primarios comprenden la porcién especifica del cebador en 5', una secuencia de nucleétidos que corresponde a la
secuencia de microrribonucleétidos diana de la molécula de miARN, y la porcion interna especifica del cebador o sus
complementos. Los productos de extension primarios se combinan con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas
de oligonucledtidos para formar una mezcla de la reaccion de ligadura. Cada conjunto de sondas de oligonucleétidos
comprende (a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene una porcion especifica de la diana y (b) una segunda
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sonda de oligonucledtidos que tiene una porcidn especifica de la diana y una porciéon complementaria de un producto
de extension primario, en el que la primera y segunda sondas de oligonucledtidos de un conjunto de sondas se
configura para hibridarse, de forma especifica de la base, adyacentes entre si sobre porciones complementarias
especificas de diana de un producto de extension primario con una unioén entre las mismas. Las primera y segunda
sondas de oligonucledtidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucledtidos se ligan entre si para formar
secuencias de producto ligadas en la mezcla de la reaccion de ligadura, y las secuencias de producto ligadas de las
muestras se detectan y se distinguen para identificar de esta forma una o mas moléculas de miARN que contienen
una secuencia de microrribonucleétidos diana que difieren en su secuencia de otras moléculas de miARN de la
muestra en una o mas bases.

La Figura 95 ilustra otra reacciéon de Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el
miARN. Este método implica aislar el ARN de exosomas y tratarlo con UDG para prevencion de arrastres (Figura 95,
etapa B). Una sonda de oligonucledtidos que tiene una porciéon que es complementaria del extremo 3' del miARN
diana, y que contiene una horquilla, una marca (Tj'), y un grupo bloqueante (circulo relleno) se liga por su extremo 5'
con el extremo 3' del miARN diana. El producto de ligadura comprende el miARN, la marca Tj', el grupo bloqueante, y
una secuencia complementaria de la parte en 3' del miARN (Figura 95, etapa B). El ADNc se genera usando un
cebador de Tj' y transcriptasa inversa. El ADNc se amplifica con la polimerasa Taq en una amplificacion por PCR con
ciclos limitados (12-20 ciclos) usando un cebador puente que comprende una secuencia que es complementaria de
una parte del miARN transcrito de forma inversa y una porcién de secuencia especifica del cebador en direccién 5'
(Ti) y cebadores marcadores (Ti, Tj) como se muestra en la Figura 95, etapa B. Como alternativa, el ADNc se amplifica
usando 20-40 ciclos de la PCR. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de
cebadores. Opcionalmente, la muestra se puede distribuir por alicuotas entre 12, 24, 480 96 pocillos antes de la PCR.
Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 95, etapa C).

Como se muestra en la Figura 95, etapa D, sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN que contienen
partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su
correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 95, etapa D), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden
la unién de ligadura (Figura 95, etapa E-F). La presencia de miARN en la muestra se cuantifica usando la PCR en
tiempo real basandose en la deteccion de la etiqueta liberada de la sonda TagMan™. Las muestras se tratan con UDG
para prevencion de arrastres, que también destruye los amplicones diana originales (Figura 95, etapa E). Solamente
se amplificaran los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores
de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion adicional
contra arrastres.

La Figura 96 ilustra otra reacciéon de Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el
miARN. Este método implica esencialmente las mismas etapas (es decir, las etapas A-D) que el método ilustrado en
la Figura 95; sin embargo, en esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de miARN se han disefiado para
contener secuencias del cebador UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta
realizacion, los productos de ligadura posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican usando PCR en tiempo
real con cebadores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en la
Figura 96, etapas E-G.

La Figura 97 ilustra una reaccion de Ligadura-RT-PCR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el miARN.
Este método implica esencialmente las mismas etapas, es decir, las etapas A y B, que se han descrito e ilustrado en
la Figura 95. Sin embargo, en esta realizacion, el ADNc que se ha producido en la etapa B se amplifica usando al
menos un cebador etiquetado con biotina para agregar una biotina en 5' a los productos de amplificacion que contienen
la region de interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 97,
etapa C). Los productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte sélido y la region de interés se detecta
usando sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN, como se ilustra en la Figura 97, etapa D. En esta
realizacion, las sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura
97, etapa D), los extremos de cola complementarios en 5'y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si poniendo
sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefial FRET detectable (Figura 97,
etapa E).

La Figura 98 ilustra otra reacciéon de Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el
miARN. Este método implica aislar el ARN de exosomas especificos de tumor u otras muestras bioldgicas, y tratarlo
con UDG para prevencion de arrastres (Figura 98, etapa B). Una sonda de oligonucleétidos que tiene una porcion que
es complementaria del extremo 3' del miARN diana, y que contiene una horquilla, una marca (Tj'), y un grupo
bloqueante (circulo relleno) se liga por su extremo 5' con el extremo 3' del miARN diana. El producto de ligadura
comprende el miARN, la marca Tj', el grupo bloqueante, y una secuencia complementaria de la parte en 3' del miARN
(Figura 98, etapa B). EI ADNc se genera usando cebador Tj y transcriptasa inversa. EI ADNc se amplifica con la
polimerasa Taq en una amplificacion por PCR con ciclos limitados (12-20 ciclos) usando un cebador puente que
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comprende una secuencia que es complementaria de una parte del miARN transcrito de forma inversa y una porcién
de secuencia especifica del cebador en direccion 5' (Ti) y cebadores marcadores (Ti, Tj), donde el cebador puede
contiene un grupo bloqueante escindible en su extremo 3' como se muestra en la Figura 98, etapa C. Como alternativa,
el ADNc se amplifica usando 20-40 ciclos de la PCR. Como se ha descrito anteriormente, el separador C3 es un grupo
bloqueante adecuado, y una base de ARN (r) se escinde usando ARNasaH (simbolo de estrella) solamente cuando el
cebador se hibrida con su diana complementaria. Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores. Opcionalmente, la muestra se puede distribuir por alicuotas entre 24, 48 o 96 pocillos antes
de la PCR. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 98, etapa D).

Como se muestra en la Figura 98, etapa E, sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN que contienen
partes especificas del cebador (Ai, Ci') adecuadas para la posterior amplificacion por PCR, se hibridan con su
correspondiente secuencia diana de forma especifica de la base. La ligasa sella covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si (Figura 98, etapa E), y los productos de ligadura se distribuyen en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccion usando cebadores marcadores (Ai, Ci) y sondas TagMan™ (F1-Q) que expanden
la unién de ligadura (Figura 98, etapa F-G). La presencia de miARN en la muestra se cuantifica usando la PCR en
tiempo real basandose en la deteccion de la etiqueta liberada de la sonda TagMan™. Las muestras se tratan con UDG
para prevencion de arrastres, lo que también destruye los amplicones diana originales (Figura 98, etapa F). Solamente
se amplificaran los auténticos productos de la LDR, cuando se utiliza la PCR en presencia de dUTP. Ni los cebadores
de PCR originales ni las sondas de LDR amplifican los productos de la LDR, lo que proporciona proteccion adicional
contra arrastres.

La Figura 99 ilustra otra reacciéon de Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el
miARN. Este método implica esencialmente las mismas etapas (es decir, las etapas A-E) que el método ilustrado en
la Figura 98; sin embargo, en esta realizacion, las sondas de ligadura especificas de miARN se han disefiado para
contener secuencias del cebador UniTaq (Ai, Ci') y una secuencia marcadora UniTaq (Bi'). En consecuencia, en esta
realizacion, los productos de ligadura posteriormente se amplifican, se detectan y se cuantifican usando PCR en tiempo
real con cebadores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci) como se ha descrito anteriormente y se ha ilustrado en la
Figura 99, etapas F-H.

La Figura 100 ilustra otra reaccion de Ligadura-RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastre para cuantificar el
miARN. Este método implica esencialmente las mismas etapas, es decir, las etapas A y B, que se han descrito e
ilustrado en la Figura 98. Sin embargo, en esta realizacion, el ADNc que se ha producido en la etapa B se amplifica
usando al menos un cebador etiquetado con biotina para formar productos biotinilados que contienen la region de
interés. Los productos de la PCR incorporan dU, lo que permite la prevencion de arrastres (Figura 100, etapa D). Los
productos de la PCR biotinilados se inmovilizan sobre un soporte soélido y la region de interés se detecta usando
sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN, como se ilustra en la Figura 100, etapa E. En esta
realizacion, las sondas de ligadura especificas de la secuencia de miARN contienen secuencias de cola
complementarias y un grupo aceptor o donante, respectivamente, que pueden generar una sefial detectable mediante
FRET cuando se ponen muy cerca entre si como se ha descrito mas arriba. En consecuencia, tras la ligadura (Figura
100, etapa E), los extremos de cola complementarios en 5' y 3' de los productos de ligadura se hibridan entre si
poniendo sus respectivos restos donante y aceptor muy cerca uno de otro para generar una sefal FRET detectable
(Figura 100, etapa F).

Como se describe con mas detalle en el presente documento, el método de la presente invencién puede detectar
moléculas de acidos nucleicos con baja abundancia que comprenden, en una o mas base nucleotidicas, mutaciones,
inserciones, deleciones, translocaciones, variantes de corte y empalme, variantes de miARN, transcritos alternativos,
sitios de inicio alternativos, secuencias codificantes alternativas, secuencias no codificantes alternativas, cortes y
empalmes alternativos, inserciones de exones, deleciones de exones, inserciones de intrones, otras redisposiciones
en el genoma, y/o bases nucleotidicas metiladas.

Tal como se usa en el presente documento "molécula de acidos nucleicos con baja abundancia" se refiere a una
molécula de acidos nucleicos diana que esta presente en niveles tan bajos como del 1 % al 0,01 % de la muestra. En
otras palabras, una molécula de acidos nucleicos con baja abundancia que tiene, en una o mas bases nucleotidicas,
mutaciones, inserciones, deleciones, translocaciones, variantes de corte y empalme, variantes de miARN, transcritos
alternativos, sitios de inicio alternativos, secuencias codificantes alternativas, secuencias no codificantes alternativas,
cortes y empalmes alternativos, inserciones de exones, deleciones de exones, inserciones de intrones, otras
redisposiciones en el genoma, y/o bases nucleotidicas metiladas, se pueden distinguir entre un exceso de 100 a
10.000 veces de moléculas de acidos nucleicos en la muestra (es decir, molécula de acidos nucleicos con alta
abundancia) que tienen una secuencia de nucledtidos similar a la de las moléculas de acidos nucleicos con baja
abundancia pero que no tienen, en una o mas bases nucleotidicas, mutaciones, inserciones, deleciones,
translocaciones, variantes de corte y empalme, variantes de miARN, transcritos alternativos, sitios de inicio
alternativos, secuencias codificantes alternativas, secuencias no codificantes alternativas, cortes y empalmes
alternativos, inserciones de exones, deleciones de exones, inserciones de intrones, otras redisposiciones en el
genoma, y/o bases nucleotidicas metiladas.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el nimero de copias de una o mas secuencias de nucleotidos diana
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con baja abundancia se cuantifican con respecto al niumero de copias de moléculas de acidos nucleicos con alta
abundancia en la muestra que tengan una secuencia de nucleétidos similar a la de las moléculas de acidos nucleicos
con baja abundancia. En otras realizaciones de la presente invencion, la una o mas secuencias de nucleétidos diana
se cuantifican con respecto a otras secuencias de nucledtidos de la muestra. En otras realizaciones de la presente
invencion, se cuantifica el nimero de copias relativo de una o mas secuencias de nucleétidos diana. Los métodos de
cuantificacion relativa y absoluta (es decir, nUmero de copias) son bien conocidos en la técnica.

Las moléculas de acidos nucleicos con baja abundancia a detectar pueden estar presentes en cualquier muestra
bioldgica, incluyendo, aunque no de forma limitativa, tejido, células, suero, sangre, plasma, fluido amniético, esputo,
orina, fluidos corporales, secreciones corporales, excreciones corporales, acidos nucleicos en circulaciéon exentos de
células, acidos nucleicos tumorales en circulacion exentos de células, acidos nucleicos fetales en circulacion exentos
de células en mujeres embarazadas, células tumorales en circulacion, tumor, biopsia tumoral y exosomas.

Los métodos de la presente invencién son adecuados para diagnosticar o pronosticar una patologia y/o para distinguir
un genotipo o predisposicion a una enfermedad.

Con respecto a la deteccion temprana del cancer, los métodos de la presente invencion son adecuados para detectar
tanto mutaciones repetidas en genes conocidos (por ejemplo, CRAF, KRAS), como mutaciones poco frecuentes en
genes desconocidos (por ejemplo, p53) cuanto estan presentes en del 1 % al 0,01 % de la muestra. Los métodos de
la presente invencion también pueden conseguir una cuantificacion precisa del ARNm especifico de tumor aislado de
exosomas (por ejemplo, una docena de marcadores de expresion que diferencian el tejido tumoral de colon de la
correspondiente mucosa normal), y ARNm especifico de tumor aislado de exosomas o proteinas Argonauta (por
ejemplo, una docena de marcadores de microARN que diferencian el tejido tumoral de colon de la correspondiente
mucosa normal). Los métodos de la presente invencion también abordan la cuantificacion precisa de los cambios en
el niumero de copias especifico de tumor en el ADN aislado de células tumorales en circulacion (por ejemplo, una
docena de marcadores de expresion que diferencian el tejido tumoral de colon de la correspondiente mucosa normal),
y la deteccién de mutaciones en el ADN aislado de células tumorales en circulacion (por ejemplo, genes KRAS, BRAF,
AKT, p53, BRCA1).

La presente invencion también puede cuantificar con precision (i) ARNm especifico de tumor aislado de exosomas o
células tumorales en circulacion, (ii) miARN especifico de tumor aislado de exosomas o proteinas Argonauta, y (iii)
cambios en el numero de copias especifico de tumor en el ADN aislado de células tumorales en circulacién que pueden
predecir el resultado o guiar el tratamiento. La presente invencion también puede detectar mutaciones en el ADN
aislado de células tumorales en circulacion, por ejemplo, genes KRAS, BRAF, AKT, p53, BRCA1 u otros genes que
pueden predecir el resultado o guiar el tratamiento.

Con respecto al diagndstico prenatal, los métodos de la presente invencion pueden detectar la aneuploidia mediante
el recuento del numero de copias (por ejemplo, Trisomia 21), enfermedades hereditarias que contienen mutaciones
frecuentes en genes conocidos (por ejemplo, anemia de células falciformes, fibrosis quistica), enfermedades
hereditarias que contienen mutaciones poco frecuentes en genes conocidos (por ejemplo, poliposis adenomatosa
familiar), enfermedades heredadas que proceden de un aumento o pérdida en el nimero de copias conocido o
esporadico en genes conocidos (por ejemplo, distrofia muscular de Duchenne), y pruebas de paternidad.

Un aspecto importante de implementar los ensayos anteriormente descritos en un escenario clinico es la reduccion en
la cantidad de mano de obra necesaria para rellenar filas y columnas con muestras, reactivos, y sondas/cebadores
especificos del ensayo. Las placas de noventa y seis pocillos son las habituales en la mayoria de laboratorios, pero
las placas de 384 pocillos proporcionan un rendimiento mas elevado y una reduccion en el coste por cada pocillo de
ensayo. Parte de los impedimentos de su adopcién ha sido el aumento de mano de obra asociado a estas placas, que
se puede resolver mediante robots de pipeteo pero con una considerable inversién de capital. Dependiendo de la
configuracion especifica de los ensayos en la placa, también se incurren en gastos notables debido al aumento en el
uso de puntas de pipeta. Una realizacion de los ensayos descritos anteriormente requiere la dispersion de 24
reacciones de la PCR-LDR multiplexada entre las 24 columnas de una placa de microtitulacién, seguido por la
dispersion de 16 conjuntos diferentes de sondas marcadoras LDR a través de las filas de la placa. Esta configuracion
del ensayo exigiria 48 administraciones mediante un pipeteador de 8 puntas para llenar las columnas y después 48
administraciones mediante un pipeteador de 8 puntas para llenar todas las filas. Las placas de 1536 pocillos tienen la
ventaja de reducir el coste de un ensayo aun mas, pero exigen el llenado automatizado ya que esto esta mas alla de
las capacidades mecanicas de un operador humano. Se han comercializado dispositivos que permiten el llenado
simultaneo de muchas filas y columnas con un numero reducido de etapas de pipeteo mediante el uso de dispositivos
de microfluidos que utilizan canales de volumen muerto bajo que introducen liquidos en cada "pocillo”, pero requieren
la complicacion adicional de valvulas y motores de valvulas externos. Evidentemente, se precisa un enfoque diferente.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion es un dispositivo para su uso junto con una placa de microtitulacion para
afadir liquidos simultdaneamente a dos o mas pocillos de una fila y/o columna de una placa de microtitulacion que tiene
superficies superior e inferior opuestas, teniendo la superficie superior aberturas que conducen a los pocillos y
definiendo la superficie inferior los extremos cerrados de los pocillos. El dispositivo comprende una primera capa
definida por un primer y un segundo limite con camaras de medida que se extienden entre el primer y el segundo limite
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de dicha primera capa y en comunicacion de fluidos entre si. La primera capa se configura para situarse, en una
posicion operativa, cerca de la placa de microtitulacion estando el primer limite de la primera capa mas cerca de la
superficie superior de la placa de microtitulacion y estando cada una de las camaras de medida en comunicacion de
fluidos con un pocillo individual de una fila y/o columna de la placa de microtitulacion. La primera capa comprende
ademas una camara de llenado en comunicacién de fluidos con una o mas de las camaras de medida. El dispositivo
comprende una segunda capa definida por un primer y segundo limite con un puerto de llenado que se extiende entre
el primer y el segundo limite de la segunda capa. La segunda capa se configura para situarse, en una posicion
operativa, cerca de la primera capa estando el primer limite de la segunda capa mas cerca del segundo limite de la
primera capa y estando alineado el puerto de llenado con la camara de llenado. Cuando la primera capa, la segunda
capa y la placa de microtitulacion se sitian unas con respecto a otras en sus posiciones operativas, el liquido que
entra en el dispositivo a través del puerto de llenado pasara a través de la camara de llenado, las camaras de medida,
y se dirigira a dos o mas pocillos de una fila y/o columna de la placa de microtitulacion.

En algunas realizaciones, el dispositivo de la presente divulgaciéon comprende una capa intermedia que tiene un primer
y segundo limite con pasos de la capa intermedia que se extienden entre el primer y el segundo limite de dicha capa.
La capa intermedia se configura para situarse, en una posicion operativa, entre la placa de microtitulacion y la primera
capa, con el primer limite de la capa intermedia adyacente a la superficie superior de la placa de microtitulacion y el
segundo limite de la capa intermedia adyacente al primer limite de la primera capa. Uno de los pasos de la capa
intermedia esta alineado con un pocillo individual de una fila y/o columna de la placa de microtitulacion, donde, cuando
la primera capa, la segunda capa, la capa intermedia y la placa de microtitulacion estan situadas unas con respecto a
otras en sus posiciones operativas, el liquido que entra en el dispositivo a través del puerto de llenado pasara a través
de la camara de llenado, las camaras de medida, los pasos de la capa intermedia y hacia el interior de los pocillos de
la placa de microtitulacion.

El dispositivo de la presente divulgacion puede comprender ademas una tercera capa que tiene un primer y segundo
limite con un conector del puerto de llenado que se extiende entre el primer y el segundo limite de la tercera capa. La
tercera capa se configura para situarse, en una posicion operativa, entre la primera capa y la segunda capa con el
primer limite de la tercera capa adyacente al segundo limite de la primera capa y estando alineado el conector del
puerto de llenado con el puerto de llenado. Cuando la primera capa, la segunda capa, la tercera capa, la capa
intermedia y la placa de microtitulacion estan situadas unas con respecto a otras en sus posiciones operativas, el
liquido que entra en el dispositivo a través del puerto de llenado pasara a través del conector del puerto de llenado, la
camara de llenado, las camaras de medida, los pasos de la capa intermedia y hacia el interior de los pocillos de la
placa de microtitulacion.

Las Figuras 103-112 representan graficamente una realizacion ilustrativa de la divulgacion. La Figura 103 muestra una
vista superior y lateral de una parte de una placa de microtitulacion 100 de 384 pocillos tipica que se ha utilizado junto
con el dispositivo de la presente divulgacion. La placa de microtitulacion esta definida por varios pocillos 103, teniendo
cada pocillo un extremo superior abierto 104 que es adecuado para recibir muestra y/o reactivos de reaccion, y un
extremo inferior cerrado 102. La Figura 104 muestra una vista en perspectiva de la placa de microtitulacion de la Figura
103.

Las Figuras 105 y 106 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la capa intermedia 106 del dispositivo situada adyacente a la superficie
superior de la placa de microtitulacion 100. La capa intermedia 106 del dispositivo contiene pasos intermedios 108 que
se extienden a través de la capa intermedia. Cada paso intermedio 108 de la capa intermedia 106 esta alineado con
un pocillo 103 individual de una fila o columna de la placa de microtitulacién 100. En una realizacion, los pasos de la
capa intermedia funcionan como valvulas de control para controlar o evitar el flujo de liquido desde la camara de
medida a los pocillos de la placa de microtitulacion. El diametro del canal vertical de los pasos 108 de la capa
intermedia producen una tensién superficial que evita que el liquido fluya al exterior de la camara de medida 120
(véase la Figura 107) hasta que se aplica fuerza centrifuga. En algunas realizaciones, las paredes verticales de los
pasos 108 de la capa intermedia estan compuestos o estan revestidos de material hidréfobo que aumenta la resistencia
del fluido a fluir hacia afuera de la camara de medida 120 hasta que se aplica fuerza centrifuga. Los materiales
hidréfobos adecuados incluyen cualquier material con un angulo de contacto con el agua 29 0°, tales como, por
ejemplo, copolimero de olefina ciclica, polietileno, polipropileno, polidimetilsiloxano, etileno propileno fluorado,
politetrafluoroetileno. Como alternativa, la pared de los pasos de la capa intermedia puede estar compuesta de un
material hidréfilo que tiene un angulo de contacto con el agua < 90°, pero tratado con un revestimiento hidréfobo, por
ejemplo, Teflon-negro de carbono, para crear una superficie superhidréfoba que tienen angulos de contacto con el
agua > 150°.

El experto en la materia puede calcular facilmente el cociente entre la resistencia de los pasos 108 de la capa
intermedia y el volumen de la camara de medida 120 (véase la Figura 107). De forma alternativa, se pueden emplear
otras realizaciones de valvulas pasivas que liberal el liquido bajo la influencia de una fuerza aplicada externamente.

Como se representa graficamente en las Figuras 105 y 106, la capa intermedia 106 también contiene un paso de

desbordamiento 110 que conecta la camara de desbordamiento 116 de la primera capa con la camara de llenado 118
de la primera capa (véase la Figura 107).
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La colocacion y orientacion adecuada del dispositivo sobre la superficie superior de una placa de microtitulacion se
consigue enclavando el dispositivo al perimetro de la parte superior de las placas de microtitulacion como se muestra
en la Figuras 101 y 102. El alineamiento adicional de cada una de las camaras de medida se puede conseguir mediante
el uso de bordes o rebordes 112 en la capa intermedia 106 que interactian con el extremo abierto 104 de cada pocillo
103 de la placa de microtitulacion 100 como se muestra en la vista lateral de la Figura 105. El experto en la técnica
puede pensar en otras realizaciones de colocacién, basandose por ejemplo en bordes pequerios situados en la parte
superior de los pocillos de la placa de microtitulacidon. Aunque no se entiende que proporcionen un sellado hermético,
los bordes o rebordes 112 de la capa intermedia 106 que se representan en la Figura 105 proporcionan cierta medida
del control de la contaminacién cruzada entre pocillos adyacentes de la placa de microtitulacion 100.

Las Figuras 107 y 108 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la primera capa 114 del dispositivo, colocado operativamente adyacente al
segundo limite de la capa intermedia 106 del dispositivo. La primera capa 114 del dispositivo contiene camaras de
medida 120 que estan en comunicacioén de fluidos entre si mediante los canales 122 de las camaras de medida, y con
los pocillos 103 individuales de la placa de microtitulacion. Las camaras de medida 120 tienen un volumen fijo para
controlar el volumen de liquido suministrado a cada pocillo 103 de la placa de microtitulaciéon 100. Las camaras de
medida 120 reciben liquido desde la camara de llenado 118 por accién capilar del liquido o con fuerza mecanica, por
ejemplo, la fuerza de un pipeteador que empuja el liquido al interior de la camara de llenado 118. En una realizacion,
todas las camaras de medida 120 del dispositivo tienen el mismo volumen de medida. En otra realizacién, las camaras
de medida 120 tienen diferentes volimenes de medida por fila y/o columna. Las paredes de la camara de llenado,
camaras de medida, y los canales de las camaras de medida pueden estar compuestos o revestidos de un material
hidrdfilo.

Como se ilustra en las Figuras 107 y 108, cada camara de medida 120 esta en comunicacion de fluidos con los pocillos
103 de la placa de microtitulacion mediante los pasos 108 de la capa intermedia. Como se ha descrito anteriormente,
los pasos de la capa intermedia pueden funcionar como una valvula de control para evitar que el liquido de la camara
de medida 120 fluya al interior de los pocillos 103 de la placa de microtitulacion 100 hasta que se aplique una fuerza
adecuada, por ejemplo, fuerza centrifuga.

La primera capa 114 del dispositivo también contiene una camara de desbordamiento 116 como se representa
graficamente en las Figuras 107 y 108. Como se ha mencionado anteriormente, la camara de desbordamiento 116
esta en comunicacion de fluidos con la camara de llenado 118 mediante el paso de desbordamiento 110 de la capa
intermedia 106.

Las Figuras 109 y 110 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la tercera capa 124 del dispositivo colocado operativamente adyacente al
segundo limite de la primera capa 114 del dispositivo. La tercera capa 124 del dispositivo contiene un conector 128
del puerto de llenado que se extiende a través de la tercera capa 124, alineando y conectando el puerto de llenado
132 de la segunda capa 130 (mostrado en la Figura 111) con la camara de llenado 118 de la primera capa 114. La
tercera capa 124 también contiene conectores 126 de paso de aire que se extienden a través de la tercera capa 124,
alineandose y conectando las camaras de medida 120 de la primera capa 114 con los pasos de aire 136 de la segunda
capa 130 (también mostrados en la Figura 111). Las paredes de los conectores 126 de paso de aire de la tercera capa
estan compuestos o revestidos de material hidréfobo. La tercera capa 124 del dispositivo también contiene conectores
125 de desbordamiento que se extienden a través de la tercera capa, alineandose y conectando la camara de
desbordamiento 116 de la primera capa 114 con los pasos de aire 134 de desbordamiento de la segunda capa 130
(mostrados en la Figura 111).

Las Figuras 111 y 112 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la segunda capa 130 del dispositivo colocado operativamente adyacente al
segundo limite de la tercera capa 124 del dispositivo. La segunda capa 130 del dispositivo contiene un puerto de
llenado 132 que se extiende a través de la segunda capa 130, y esta alineado con el conector 128 del puerto de
llenado de la tercera capa 124, o en algunas realizaciones, directamente con la camara de llenado 118 de la primera
capa 114. La segunda capa 130 del dispositivo también contiene pasos de aire 136 que se extienden a través de la
segunda capa 130 y estan alineados con las camaras de medida 120 de la primera capa 114. Los pasos de aire 136
de la segunda capa estan conectados a las camaras de medida 120 de la primera capa 114 mediante los conectores
126 de paso de aire de la tercera capa 124. Como se ilustra ademas en las Figuras 111y 112, la segunda capa 130
del dispositivo también contiene un paso de aire 134 de desbordamiento que se extiende a través de la segunda capa
130 y esta alineado con la camara de desbordamiento 116 de la primera capa 114. El paso de aire 134 de
desbordamiento conecta con la camara de desbordamiento 116 mediante los conectores 125 del paso de aire de
desbordamiento de la tercera capa 124.

Aunque el dispositivo se ha descrito en términos de capas individuales, las capas del dispositivo estan integradas,
proporcionando al dispositivo una estructura monolitica.

En una realizacién de la presente divulgacion, la primera capa del dispositivo esta provista de un par de camaras de
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llenado separadas en extremos opuestos de las camaras de medida y la segunda capa esta prevista de un par de
puertos de llenado separados, cada una en comunicacién de fluidos entre si con uno de los pares de las camaras de
llenado separadas. Un del par de los puertos de llenado separados proporciona liquido a uno del par de las camaras
de llenado separadas y a la mitad de las camaras de medida, mientras que la otra del par de puertos de llenado
separados proporciona liquido a la otra del par de las camaras de llenado separadas y a la otra mitad de las camaras
de medida.

En otra realizacion de la presente divulgacion, la primera capa del dispositivo esta provista de un par de camaras de
llenado separadas en extremos opuestos de las camaras de medida y la segunda capa esta prevista de un par de
puertos de llenado separados, cada una en comunicacién de fluidos entre si con uno de los pares de las camaras de
llenado separadas. Un del par de los puertos de llenado separados proporciona liquido a uno del par de las camaras
de llenado y a todas las camaras de medida, mientras que la otra del par de puertos de llenado separados proporciona
liquido a la otra del par de las camaras de llenado separadas y a todas las camaras de medida.

El dispositivo de la presente divulgacion se puede configurar para llenar dos o mas filas y columnas de dicha placa de
microtitulacién con liquido.

Las Figuras del presente documento ilustran diferentes disefios compatibles con una placa de microtitulacion de 384
pocillos; sin embargo, los conceptos descritos son analogamente aplicables a placas de 1536 pocillos por un experto
en la materia. Las Figuras 105 a 112 descritas detalladamente en lo anterior ilustran un dispositivo para el llenado
simultaneo de todos los pocillos de todas las filas distribuidas en 24 columnas mediante el uso de puertos de llenado
132 situados en el lado derecho del apilado dispositivo-placa de microtitulacion. La configuracion se basa en la accion
capilar para llenar cada una de las camaras de medida 120 individuales conectadas mediante canales 122 como se
muestra en la Figura 111.

Las Figuras 113 a 118 son una serie de vistas superiores, laterales y en perspectiva con despiece ordenado que
ilustran una segunda configuracion del dispositivo. Esta segunda configuracion del dispositivo se basa en la fuerza
mecanica del pipeteador para impulsar el liquido al interior de los canales y camaras de medida. Todas las Figuras
113-118 representan los mismos rasgos del dispositivo que se muestran en las Figuras 107-112 (numerados en
correspondencia como 200-236), salvo que el puerto de llenado 232 de la segunda capa 230 se ha modificado para
facilitar el llenado mecanico de los pocillos con liquido, como se muestra en la Figura 117. Las dimensiones del puerto
de llenado 232 son coénicas, de forma que una punta desechable convencional se ajuste correctamente al puerto, lo
que permite usar presion positiva para llenar las camaras de medida. Las dimensiones y la separacion de los puertos
de llenado son compatibles con el uso de pipetas multicanal manuales o estaciones de trabajo robéticas multicanal.

Las Figuras 119 a 126 son una serie de vistas superiores, laterales y en perspectiva que muestran una porcion del
dispositivo que se ha representado graficamente en las Figuras 105 a 118. La porcién del dispositivo representada
graficamente en las Figuras 119-126 representa los extremos de salida de la fila y/o columnas mostradas en las
Figuras 105-118, es decir, la porcion del dispositivo opuesta a los puertos de llenado. Los rasgos del dispositivo
representados graficamente en las Figuras 119-126, marcadas como 300-336, corresponden a los rasgos descritos y
marcados en referencia a las Figuras 105-112 (es decir, los rasgos 100-136 del dispositivo).

Las Figuras 127 a 134 son una serie de vistas superiores, laterales y en perspectiva con despiece ordenado que
ilustran una configuracion alternativa del dispositivo de la presente divulgacion. En esta configuracion del dispositivo,
los puertos de llenado 432 (véase la Figura 133) para cargar reactivos en los pocillos de la placa de microtitulacion
estan situados a ambos lados del apilado dispositivo-placa de microtitulacion. Esta configuracion se puede utilizar para
afadir dos conjuntos de reactivos diferentes a todos los pocillos de cada fila. Como alternativa, cada lado de los
canales fluidos puede abordar 12 de las 24 columnas de cada lado del dispositivo, dividiendo de esta forma la placa
en dos regiones paralelas de 192 pocillos. Esta configuraciéon mantiene la capacidad de abordar independientemente
cada fila y cada columna de ambas regiones. Los rasgos del dispositivo representados graficamente en las Figuras
127-134, marcadas como 400-436, corresponden a los rasgos descritos y marcados en referencia a las Figuras 105-
112 (es decir, los rasgos 100-136 del dispositivo).

Las Figuras 135 a 144 son una serie de vistas superiores, laterales y en perspectiva con despiece ordenado que
ilustran una configuracion alternativa del dispositivo de la presente divulgacion. Esta configuracion del dispositivo es
adecuada para el llenado simultaneo de todos los pocillos por filas y todos los pocillos por columnas. Como alternativa,
cada lado de los canales fluidos puede abordar 12 de las 24 columnas de cada lado del dispositivo y 8 de las 16 filas
de cada lado del dispositivo dividiendo de esta forma la placa en cuatro regiones diferentes de 96 pocillos. Esta
configuracién mantiene la capacidad de abordar independientemente cada fila y cada columna de las cuatro regiones.
Los rasgos del dispositivo representados graficamente en las Figuras 135-144, marcadas como 500-536,
corresponden a los rasgos descritos y marcados en referencia a las Figuras 105-112 (es decir, los rasgos 100-136 del
dispositivo).

De acuerdo con esta configuracion, Las Figuras 135 y 136 representan graficamente vistas laterales superior e inferior

y una vista en perspectiva con despiece ordenado, respectivamente, de la capa intermedia 506 del dispositivo situada
adyacente a la superficie superior de la placa de microtitulacion 500. La capa intermedia 506 del dispositivo contiene
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pasos intermedios 508 que se extienden a través de la capa intermedia. En esta realizacion, cada pocillo de la placa
de microtitulacién esta alineado con al menos dos pasos intermedios 508 como se muestra en la vista superior, lateral
y con despiece ordenado de las Figuras 135 y 136, respectivamente. la capa intermedia 506 también contiene el paso
de desbordamiento 510.

Las Figuras 137 a 140 representan graficamente vistas superior, lateral y en despiece ordenado, de la primera capa
514 del dispositivo (véase la Figura 139), colocado operativamente adyacente al segundo limite de la capa intermedia
506 del dispositivo. De acuerdo con esta realizacion, la primera capa 514 del dispositivo de la presente divulgacion
tiene una primera region 513 que tiene las camaras de medida 520 en dos o mas filas (véanse las Figuras 137 y 138),
y una segunda region 515 que tiene las camaras de medida 520 en dos o mas columnas (véanse las Figuras 139 y
140) estando la primera y segunda regiones desplazadas entre si. Las camaras de medida 520 de la primera 513 y
segunda 515 regiones de la primera capa 514 estan en comunicacion de fluidos entre si mediante los canales 522 de
las camaras de medida, y con los pocillos 503 individuales de la placa de microtitulacion. Como se ha descrito
anteriormente, las camaras de medida 520 tienen un volumen fijo para controlar el volumen de liquido suministrado a
cada pocillo 503 de la placa de microtitulaciéon 500. Las camaras de medida 520 reciben liquido desde la camara de
llenado 518 por accién capilar del liquido o con fuerza mecanica que empuja el liquido al interior de la camara de
llenado 518. La salida de liquido desde las camaras de medida 520 al interior de los pocillos de la placa de
microtitulacion se controla mediante, por ejemplo, las fuerzas hidréfobas de los pasos 508 de la capa intermedia. En
una realizacion, todas las camaras de medida 520 del dispositivo tienen el mismo volumen de medida. En otra
realizacion, las camaras de medida 520 tienen diferentes volumenes de medida por fila y/o columna.

Cada una de la primera 513 y segunda 515 regiones de la primera capa 514 del dispositivo contiene una camara de
desbordamiento 516 como se representa graficamente en las Figuras 137-138 y en las Figuras 139-140,
respectivamente. Como se ha mencionado anteriormente, la camara de desbordamiento 516 esta en comunicacién
de fluidos con la camara de llenado 518 mediante el paso de desbordamiento 510 de la capa intermedia 506.

Las Figuras 141 y 142 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la tercera capa 524 del dispositivo colocado operativamente adyacente al
segundo limite de la segunda regién 515 de la primera capa 514 del dispositivo. La tercera capa 524 del dispositivo
contiene un conector 528 del puerto de llenado que se extiende a través de la tercera capa 524, alineando y conectando
el puerto de llenado 532 de la segunda capa 530 (mostrado en la Figura 143) con la camara de llenado 518 de la
primera capa 514. La tercera capa 524 también contiene conectores 526 de paso de aire que se extienden a través
de la tercera capa 524, alineandose y conectando las camaras de medida 520 de la primera capa 514 con los pasos
de aire 536 de la segunda capa 530 (también mostrados en la Figura 143). La tercera capa 524 del dispositivo también
contiene conectores 525 de desbordamiento que se extienden a través de la tercera capa, alineandose y conectando
la camara de desbordamiento 516 de la primera capa 514 con los pasos de aire 534 de desbordamiento de la segunda
capa 530 (mostrados en la Figura 143).

Las Figuras 143 y 144 representan graficamente vistas laterales superior e inferior y una vista en perspectiva con
despiece ordenado, respectivamente, de la segunda capa 530 del dispositivo colocado operativamente adyacente al
segundo limite de la tercera capa 524 del dispositivo. En esta realizacion, la segunda capa 530 del dispositivo contiene
puertos de llenado 532, uno para cada fila y cada columna, que se extienden a través de la segunda capa 530, y esta
alineada con los conectores 528 del puerto de llenado de la tercera capa 524, o en algunas realizaciones, directamente
con las camaras de llenado 518 de la primera capa 514. La segunda capa 530 del dispositivo ademas contiene pasos
de aire 536 que se extienden a través de la segunda capa 530 y estan alineados con las camaras de medida 520 de
la primera capa 514. Los pasos de aire 536 de la segunda capa estan conectados a las camaras de medida 520 de la
primera capa 514 mediante los conectores 526 de paso de aire de la tercera capa 524. Como se ilustra ademas en
las Figuras 143 y 144, la segunda capa 530 del dispositivo también contiene un paso de aire 534 de desbordamiento
en cada fila y columna que se extiende a través de la segunda capa 530 y esta alineado con la camara de
desbordamiento 516 de la primera capa 514. El paso de aire 534 de desbordamiento conecta con la camara de
desbordamiento 516 mediante los conectores 525 del paso de aire de desbordamiento de la tercera capa 524.

Aunque cada una de las diferentes configuraciones anteriormente descrita se ha ilustrado por una serie de dibujos que
muestran vistas superior, lateral y en despiece ordenado para cada capa del dispositivo, con fines de fabricacion, el
dispositivo se puede moldear monoliticamente o ensamblarse a partir de capas individuales segun determine un
experto en la técnica.

Otro aspecto de la presente divulgacion se dirige a un método para afiadir liquidos a dos o mas pocillos de una fila y/o
columna de una placa de microtitulacién que tiene superficies superior e inferior opuestas, teniendo la superficie
superior aberturas que conducen a los pocillos y definiendo la superficie inferior los extremos cerrados de los pocillos.
Este método implica proporcionar el dispositivo de la presente divulgacion que se ha descrito anteriormente y llenar el
dispositivo con liquido. El liquido se descarga en uno o mas pocillos de una fila y/o columna de dicha placa de
microtitulacién del dispositivo.

Como se ha mencionado anteriormente, el dispositivo de la presente divulgaciéon se puede configurados para dejar
que los pozos se llenen por accién capilar o por fuerza mecanica.
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El dispositivo de la presente divulgacion, que permite el llenado simultaneo de todas las columnas y filas de una placa
de microtitulacion tanto secuencialmente como al mismo tiempo, se fabrica de un material adecuado (por ejemplo,
poliestireno, policarbonato, etc.) que sea compatible con reactivos bioldgicos y se coloca sobre los pocillos de la placa
de microtitulacion. A continuacion, los reactivos se introducen en los puertos de llenado (por ejemplo, 24 y/o 16 puertos
de llenado) y los reactivos se dispersan automaticamente en cada una de las camaras de medida colocadas encima
de cada uno de los pocillos de la placa de microtitulacion (por ejemplo, 384 camaras de medida para los 384 pocillos
de una placa). El apilado dispositivo-placa de microtitulacion se coloca en un rotor de canjilon oscilante de una
centrifuga de baja velocidad convencional y se somete a una corta centrifugacion suficiente para impulsar el liquido
desde las camaras de medida individuales al interior de cada uno de los pocillos. Tras detener la centrifuga, el apilado
dispositivo-placa de microtitulacion se retira de la centrifuga, el apilado se separa, y el dispositivo se desecha mientras
que la placa se vuelve a usar en la siguiente etapa del proceso de analisis. De esta forma la mano de obra necesaria
en la configuracion anteriormente descrita para una placa de 384 pocillos se reduciria a 3 administraciones de un
pipeteador de 8 puntas para cargar los puertos de llenado de las columnas y a 2 administraciones de un pipeteador
de 8 puntas para cargar los puertos de llenado de las columnas en comparacion de un total de 96 administraciones
de un pipeteador de 8 puntas que requiere un enfoque manual. Adicionalmente, el uso del dispositivo solamente
consume 24 puntas de pipeta, mientras que un enfoque manual consumiria 384 puntas de pipeta, lo que supone un
notable ahorro de costes, lo que es importante en un laboratorio clinico de alto rendimiento. El experto en la técnica
podria aplicar el dispositivo y el proceso anteriormente descrito faciimente a una placa de microtitulacion de 1536
pocillos y esto daria como resultado beneficios similares a los descritos para la placa de 384 pocillos. Un beneficio
afiadido del dispositivo descrito en el presente documento, que reduce de manera importante el nimero de etapas de
pipeteado, es el control de la contaminacién cruzada por aerosoles que contienen los amplicones de la PCR. Esto es
especialmente importante en la deteccién de una representacion de alelos mutantes con bajo numero de copias.
Durante la introduccion de liquidos en los puertos de carga del dispositivo, cada uno de los 384 o 1536 pocillos queda
cubierto por el dispositivo y la combinacién de los pocillos cubiertos y la reducciéon en el nimero de etapas de
transferencia de liquido proporciona cierta reducciéon en la probabilidad de una contaminacién cruzada entre
amplicones de la PCR entre pocillos.

Puesto que cada fila y columna es obligatorio se puede abordar por separado, se pueden disefiar muchas
configuraciones experimentales que se pueden satisfacer con el mismo dispositivo mediante una seleccion racional
de cémo se llenan los puertos de carga. De esta forma, se puede aplicar el mismo liquido a las 24 columnas mediante
3 etapas de pipeteador de 8 puntas (sin cambios de puntas) y el mismo liquido se puede aplicar a las 16 filas mediante
2 etapas de un pipeteador de 8 puntas (sin cambios de puntas); se pueden aplicar 24 componentes diferentes a cada
una de las 24 filas mediante 3 etapas de pipeteador de 8 puntas (3 cambios de puntas) y se pueden aplicar 16
componentes diferentes a cada una de las 16 filas mediante 2 etapas de un pipeteador de 8 puntas (2 cambios de
punta). El experto en la técnica tiene a su disposicion otras muchas configuraciones de llenado. El liquido dispersado
puede ser cualquier liquido biolégico, por ejemplo, una muestra bioldgica, reactivos de reaccion tales como, por
ejemplo, cebadores, sondas, enzimas, productos de reaccion, etc.

En una realizacion, estan disponibles una serie de dispositivos de dispersién con una selecciéon de voliumenes de
medida fijos, lo que anticipa en particular un elevado volumen de aplicaciones de biologia molecular tales como las
que se pueden encontrar en un laboratorio de diagnoéstico clinico o un laboratorio de desarrollo de productos
farmacéuticos. En otra realizacion, se fabrican dispositivos de dispersiéon personalizados con volimenes de medicion
especificados por el usuario para sus aplicaciones en particular.

Ejemplos

Ejemplo tedrico 1-Marcador de mutaciones de alta sensibilidad (cuando esta presente en de 1 % al 0,01 %),
Mutacion en una unica base, insercion pequena, y mutaciones de delecion pequeiias en genes conocidos en
ADNIc plasmatico total.

Revision de la estrategia: Esta estrategia depende de la fidelidad de tres enzimas: (i) La polimerasa Taq copia fielmente
un bajo nivel de copias de ADN en la muestra inicial, (i) La enzima ARNasa H2 elimina un grupo bloqueante del
cebador de la LDR en direccion 5', y (iii) Ligasa para discriminar entre un emparejamiento correcto y un emparejamiento
incorrecto en el lado 3' del cebador en direccion 5'. Esto ultimo se ve adicionalmente potenciado mediante el uso de
un emparejamiento incorrecto intencionado o analogo nucleotidico en la 22 o 32 base desde el extremo 3' que
desestabiliza ligeramente la hibridacion del extremo 3' si esté esta correctamente emparejado en el extremo 3', pero
desestabiliza significativamente la hibridacion del extremo 3' si hay un emparejamiento incorrecto en el extremo 3'. Por
ultimo, las estrategias cinéticas, tales como la alteracién de los tiempos y condiciones de ciclacién puede potenciar la
discriminacion entre el molde natural y el mutante. Una vez que se ha producido el evento de ligadura, dichos productos
se amplificaran en una etapa posterior de amplificacion por PCR en tiempo real y, por tanto, esta es la etapa
discriminatoria clave.

Para la etapa de la PCR inicial, los cebadores de la PCR contienen colas universales que son parcialmente idénticas

a las usadas a concentraciones mas bajas (10 - 50 nM). La region idéntica puede tener de 8 a 11 bases o mas. Por lo
tanto, si se forma cualquier cebador dimérico independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que
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inhibira la amplificaciéon adicional. Ademas, las colas potencian una unién posterior del cebador de la PCR a los
amplicones correctos.

Como alternativa, la fidelidad de la amplificacion y la reduccién de falsos amplicones y cebadores diméricos se
consigue usando cebadores de la PCR a concentraciones mas bajas, pero que contienen una base de ARN, 4 bases
adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. Solo cuando el cebador se hibrida correctamente a su diana
prevista, la ARNasaH2 escindira la base de ARN, liberando un 3'OH libre en el cebador de ADN. Incluso aunque un
cebador se activara accidentalmente en una diana incorrecta, en el siguiente ciclo, las bases en direccion 3' de cebador
en 3' no formaran un emparejamiento perfecto con las bases a eliminar. Esto disminuye significativamente la
posibilidad de una segunda escision y extension. En resumen, la eficacia de la amplificacion de las dianas incorrectas
no producira un fondo significativo. Ademas, la amplificacion por PCR inicial va seguida de una etapa de LDR, anidada
esencialmente con el producto inicial de la PCR.

Cuando se empieza con ADNIc, la longitud promedio es de 160 bases, por tanto, los cebadores de la PCR deben
combinarse en dos grupos cuando se distribuyen en forma de mosaico a través de una regién génica (por ejemplo,
p53) de forma que cada grupo amplifica fragmentos de aproximadamente 100 pb, que estan desplazados entre si en
aproximadamente 50 bases, de tal manera que se obtiene un "mosaico" en una regién determinada.

Para proteger contra la contaminacion por arrastre, se afiadi6 UNG a la reaccion antes de la activacion de la
polimerasa, y se llevé a cabo la amplificacion inicial de la PCR con dUTP. Las sondas de la LDR comprenden las
bases naturales, por tanto, el producto de la LDR es ahora resistente a la digestion con UNG en la segunda etapa de
la PCR en tiempo real. Sefalar que los productos de la LDR contienen secuencias marcadoras o secuencias UniTaq
en sus extremos sin ligadura, que estan ausentes en el ADN diana, por tanto, el arrastre accidental de productos de
la LDR no da como resultado una amplificacion a gran escala. A diferencia de la PCR, un producto de LDR inicial no
es sustrato de una segunda reaccion de la LDR.

El caso mas dificil es el de las mutaciones KRAS, donde 6 cambios en el codén 12 y 1 cambio en el codén 13 estan
separados entre si conjuntamente. En general, para una mayor fidelidad, el emparejamiento incorrecto entre la sonda
mutante y la secuencia natural debe ser al menos C:A para la ultima base, no G:T. Por lo tanto, se necesita aplicar
ambas sondas de la hebra superior y de la hebra inferior, o 2 conjuntos de ligadura para la reaccién de la PCR. Sin
embargo, puede administrarse mas de una mutacién a la misma secuencia UniTaq, o etiqueta de fluorescencia con
una sonda TagMan™, ya que el objetivo es encontrar una mutacién y no distinguir necesariamente diferentes
mutaciones entre si.

Como las diferentes sondas competiran entre si por la unién a la secuencia mutante (rara), es importante dejar que
todas las sondas se hibriden con la secuencia correcta. Habra 3 cebadores en direccion 5'y 1 cebador en direccion 3'
para las mutaciones en la 12 posicion del codén 12 de KRAS. La falsa ligadura de las sondas LDR mutantes a la
secuencia diana natural pueden suprimirse adicionalmente usando una sonda de LDR blogueada en direccion 5' con
la secuencia natural en la base discriminante, pero que carece de la secuencia marcadora adecuada. Se disefian las
sondas para evitar las falsas ligaduras/falsas sefiales de las sondas mutantes con la secuencia normal, pero también
para que se produzcan ligaduras correctas en presencia de la secuencia mutante.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia utilizando tanto cebadores de la PCR como sondas
de la LDR para detectar cada mutacion:

1. Uso de cebadores de la PCR con colas universales, de tal manera que si se forma cualquier cebador dimérico
independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la amplificaciéon adicional.

2. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccion inicial de la PCR.

3. Uso de la actividad nucleasa de la ARNasaH2 para liberar un 3'OH sin bloquear en la sonda LDR en direccion
5', solamente cuando se hibrida con la diana.

4. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccion 5'.

5. Uso de emparejamiento incorrecto o de analogos nucleotidicos en la 22 o 32 base desde el extremo 3' de la
sonda en direccion 5'.

6. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

7. Uso de UNG para evitar la contaminacioén por arrastre de la reaccién de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de mutaciones en el marcador (cuando esta presente
en de 1 % al 0,01 %), mutaciones repetidas en genes conocidos:

1.1.a. Incubar el ADN gendmico en presencia de UNG (37 °C, 15-30 minutos, para evitar el arrastre), dUTP y otros
dNTP, AmpliTaq Gold, y cebadores especificos de genes que contienen colas universales, de tal manera que si se
forma cualquier cebador dimérico independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la
amplificacion adicional. Esta mezcla de reaccién de la PCR del ADN gendmico inicial es adecuada para una
amplificacion de la PCR multiplexada en 12, 24, 48, o 96 pocillos individuales (multiplexado espacial), o en un unico
pocillo. Desnaturalizar el ADN genémico procedente del plasma, inactivar UNG, y activar AmpliTaq Gold (94 °C, 5-10
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minutos) y amplificar mediante PCR multiplexada los fragmentos que contienen mutaciones para un namero limitado
de ciclos (94 °C, 10 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s durante 12-20 ciclos). Los cebadores de la PCR se han disefiado para
tener valores de la Tm alrededor de 64-66 °C, y que se hibriden sdélidamente, incluso cuando se usan a
concentraciones 10 a 50 veces por debajo de la norma para la PCR uniplexada (10 nM a 50 nM cada cebador). Los
ciclos se limitan a retener el equilibrio proporcional de los productos de la PCR unos con respecto a otros, mientras se
siguen amplificando secuencias con baja abundancia de aproximadamente 100.000 a 1.000.000 de veces. Tras la
amplificacion por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq (incubando a 99 °C durante 30 minutos.)

1.1.b. Afadir la ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D), RNaseH2, suplementada con tampén para
condiciones de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5'y en direccion 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de
cada, las sondas en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o tratamiento con quinasa en todo el volumen
antes de las reacciones; las sondas en direccion 5' comprenden una base de ARN después del extremo 3' deseado,
4 bases adicionales y un grupo blogueante para evitar la ligadura independiente de diana). Las sondas en direccion 5'
comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por una secuencia especifica de diana con un emparejamiento
incorrecto C:A o G:T en la 32 o penultima base, la mutacion base en el extremo 3', seguido por una base de ARN y 4
bases de ADN mas que se emparejan con la diana, y un separador C3 para bloquear la ligadura (o posterior extension
mediante la polimerasa). Las sondas en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una
secuencia especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C, 10 s, 60 °C
4-5 minutos). Esto permitira que se produzcan eventos de ligadura en los productos de la PCR si esta presente el ADN
mutante.

1.1.c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de la
PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la prevencion
de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia a través de la
union de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de las sondas de LDR serian UniAiy UniCi
respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniAi - Diana en direccién 5'-Mutacion-Diana en direccion 3' -
UniCi'

Esta estrategia evita generar sefiales de fondo que no procedan del ADN natural en la segunda reaccién de la PCR
en tiempo real. Primero, UNG destruira la hebra inferior del producto inicial de la PCR, de tal manera que la sonda de
LDR en direccion 5' restante no tenga diana con la que hibridarse y, por tanto, el extremo 3' queda bloqueado y no se
extendera. En segundo lugar, cualquier cebador de la PCR residual de la reaccion inicial de la PCR no podra unirse a
ninguno de los productos iniciales de la PCR (destruidos por UNG) o a los productos de la LDR (sin sitios de union) y,
por tanto, el extremo 3' permanece bloqueado y no se extendera. Por ultimo, la sonda TagMan™ ahora tiene 2 bases
que difieren de la secuencia natural (la mutacién base, y la base en la 3?2 posicion desde el extremo 3' de la unién de
la ligadura) y, por tanto, se hibridara solo a una temperatura por debajo de 60 °C, pero ahora, el cebador de la PCR
en direccion 5' tendra que hibridarse en primer lugar y, por consiguiente extenderse, evitando de esta manera que la
sonda TagMan™ se hibride y genere sefales de la actividad 5'-3' de la polimerasa Tagq.

Un segundo disefio del ensayo se basa en una amplificacion inicial de la PCR multiplexada seguida por la distribucion
y captura de las dianas amplificadas mediante la PCR sobre los pocillos de una placa de microtitulacion. Un unico ciclo
de LDR permite capturar los productos de la LDR de las dianas correctas sobre el soporte sélido, mientras que las
ligaduras incorrectas se eliminan por lavado. Los productos de la LDR se cuantifican, bien mediante LDR-FRET, PCR
en tiempo real u otros sistemas indicadores.

Para amplificar el ADNIc para detectar la mutacién, se utilizan cebadores de la PCR que contienen colas universales.
Los cebadores especificos de gen se usan a concentraciones bajas (10 a 50 nM) y contienen colas universales que
son parcialmente idénticas. Por lo tanto, si se forma cualquier cebador dimérico independiente de diana, el producto
formara una horquilla que inhibira la amplificacién adicional. Para maximizar la capacidad de detectar mutaciones con
una abundancia muy baja, tras preparar una mezcla maestra que contiene todos los componentes, la mezcla de
reaccion se distribuye en 12, 24, 48, o 96 pocillos independientes. Puesto que una unica molécula (con una mutacion)
solo puede distribuirse a un pocillo dado, el proceso enriquecera eficazmente la molécula que contiene la mutacién en
comparacion con el ADN natural normal, y por tanto, mejora significativamente la relacion sefial a ruido. Una estrategia
es usar una amplificacién en dos etapas, en la que la amplificacion inicial utiliza cebadores especificos de gen con
colas universales, y la segunda amplificacion utiliza cebadores universales para agregar un grupo biotina a una hebra
de producto especifica. La amplificacion inicial (con una concentracion baja de cebadores de la PCR) seguira siendo
cuantitativa, con la condicién de que esté limitada a aproximadamente 8-20 ciclos. Los productos de la amplificacion
se diluyen a continuacion en dos nuevos pocillos por cada uno de los pocillos originales, conteniendo cada uno los
dos cebadores universales (a concentraciones mayores de 0,5 - 1 pmoles), con uno o el otro biotinilados en el pocillo
respectivo. La amplificacion continla ahora durante 8-29 ciclos mas, durante un total de aproximadamente 15-40
ciclos. Como etapa opcional, los productos pueden separarse (mediante electroforesis o tamafo) de los cebadores no
usados.

Como alternativa, los productos pueden amplificarse en una Unica reaccion de amplificacion afiadiendo los cebadores

universales al pocillo de amplificacién inicial, donde solo un cebador universal esta biotinilado. Como alternativa, los
cebadores especificos de gen biotinilados se pueden usar directamente en una Unica etapa de amplificacion. Solo
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cuando es prudente disefiar sondas LDR contra la hebra superior y la hebra inferior (es decir, maximizar la
discriminacion por LDR de la mutacion) sera necesario capturar la hebra directa y la hebra inversa de un amplicon
dado. Esto se puede conseguir utilizando mezclas de cada cebador a un 50 % de biotinilacion en la misma reaccion,
o un 100 % de biotinilacion en reacciones independientes. Siempre que los productos biotinilados permanezcan
separados durante la captura sobre el soporte soélido, pueden estar en la misma reaccion de amplificacion. Sin
embargo, si las hebras del producto de la PCR se vuelven a hibridar tras la captura, puede ser necesario capturarlas
en localizaciones separadas sobre el soporte soélido. Esta separacion espacial puede ser necesaria para asegurar que
existe suficiente producto de la PCR monocatenario disponible para identificar mutaciones mediante una posterior
deteccioén por LDR.

Con ADNIc, la longitud del fragmento esta bioldgicamente limitada a aproximadamente 160 pb. Por lo tanto, para cubrir
las mutaciones de punto caliente comunes a través de una regidon mas grande, se disefiaran conjuntos de cebadores
para generar fragmentos solapantes. Por tanto, los cebadores se distribuirian entre un combinado "A"y "B", duplicando
el nimero de pocillos mencionados. Se puede usar frecuentemente el ADN aislado de fragmentos tamafio exon de
las CTC, mitigando asi la necesidad de combinaciones de dos amplicones. Algunos fragmentos se amplifican mas
lentamente que los otros. Este problema puede superarse incluyendo una reaccién multiplexada adicional con unos
pocos mas ciclos de amplificacion.

La Figura 38 ilustra la deteccion de la mutacion en ADN genémico o ADNIc usando el protocolo de deteccion de la
PCR-LDR-gq PCR con prevencién de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a
través de la secuencia de la unién de la ligadura.

La Figura 39 ilustra una variacion de la Figura 38, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sdlido. Los cebadores de la PCR contienen colas universales para
eliminar la formacién de cebadores diméricos, y para permitir la amplificacion con cebadores universales, uno de los
cuales contiene una biotina, lo que permite capturar los productos en pocillos revestidos con estreptavidina. Las sondas
de ligadura se hibridan a la diana y solamente forman producto cuando existe una complementariedad perfecta en la
union de la ligadura. Las sondas de ligadura sin reaccionar, o los productos de ligadura independientes de diana se
eliminan a continuacién por lavado. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias
cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para
deteccion.

La Figura 40 ilustra una variacion de la Figura 38, donde los cebadores de la PCR iniciales especificos de gen
contienen una base de ARN, 4 bases adicionales y un grupo blogueante en el extremo 3'. Estos cebadores especificos
de gen estan sin bloquear desde el extremo por la ARNasaH2 solo cuando se hibridan con la diana, liberando un
extremo 3'OH adecuado para la extensién de la polimerasa.

La Figura 41 ilustra una variacion de la Figura 38, donde los cebadores de la PCR iniciales especificos de gen
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Las sondas LDR en direccién 5' y en
direccion 3' contienen las porciones especificas de cebador UniAi y UniCi' respectivamente. Ademas, las sondas LDR
especificas de mutacion en direccion 5' contienen la mutacion base en el extremo 3', seguido por una base de ARN y
4 bases de ADN mas que se emparejan con la diana, y un separador C3 para bloquear la ligadura (o posterior extension
mediante la polimerasa). Solo se eliminara el grupo bloqueante en direccion 5' en presencia de ARNasaH2 y cuando
se hibride con la diana correcta, liberando un extremo 3'OH adecuado para ligadura. En esta ilustracion, la sonda LDR
en direccion 5' complementaria del ADN natural contiene también un grupo bloqueante, pero no la base de ARN o la
etiqueta en 5'. Esta sonda potencia ademas la especificidad de ligadura para discriminar el mutante de la diana natural.

La Figura 42 ilustra una variacion de la Figura 41, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Los cebadores de la PCR contienen colas universales para
eliminar la formacién de cebadores diméricos, y las sondas LDR se disefian para contener secuencias
complementarias cortas que solo se hibridan entre si cuando se ligan juntas, generando una sefial FRET adecuada
para deteccion.

La Figura 43 ilustra una variacion de la Figura 42, donde el lado 5' de la sonda LDR en direccion 3' contiene una base,
la misma que la base en 3' discriminante de la sonda en direccién 5', dicha base se elimina mediante la actividad
nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una ligadura
posterior. La nucleasa solo debe escindirse cuando la sonda en direcciéon 3' se hibrida a una diana mutante. Ambas
sondas de LDR especificas de mutacion en la direccion 5' y en la direccidon 3' contienen secuencias complementarias
cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para
deteccion. En esta ilustracion, la sonda LDR en direccion 5' complementaria del ADN natural no contiene una
secuencia complementaria y no generaria una sefial FRET aunque estuviera ligada a una sonda escindida en direccion
3"

La Figura 44 ilustra una variacion de la Figura 43, donde los cebadores de la PCR iniciales especificos de gen

contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Las sondas LDR en direcciéon 5'y en la
direccion 3' contienen porciones especificas de los cebadores UniTaqg Ai y UniTaq Bi'- UniTag Ci' y porciones
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especificas de las secuencias marcadoras. Después de la ligadura, los productos se diluyen y distribuyen en pocillos
que contienen cebadores especificos de UniTaq del formato UniTaq Ci y F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai. (donde F1 es
un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q). La hebra de producto formada por el cebador
marcado fluorescentemente formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la
secuencia UniTaq Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaq Ci', la actividad exonucleasa 5'—3'
de la polimerasa digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1 y generando la sefial detectada
por el instrumento de la PCR en tiempo real.

La Figura 145 ilustra una variacion de la Figura 41, donde los productos de la PCR se amplifican selectivamente
usando cebadores en direccion 5' selectivos para la mutacion y cebadores en direccion 3' especificos de locus.
Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasaH elimina la base de ARN especifica de mutante para
liberar un grupo 3'OH adecuado para la extension de la polimerasa. La ARNasa H escinde preferentemente la base
de ARN cuando esta se corresponde perfectamente con el ADN mutante, pero sera menos probable que escinda la
base de ARN cuando se hibrida con el ADN natural. Esto se produce durante cada ciclo de la amplificacion por PCR,
enriqueciendo asi la amplificacion de las dianas mutantes especificas. Los cebadores opcionales con la secuencia
natural carecen de la base de ARN y quedan bloqueados, reduciendo adicionalmente la amplificacion de la secuencia
natural. Tras la etapa inicial de enriquecimiento de la PCR, este procedimiento contintia con el protocolo de deteccién
de LDR-g PCR con prevencién de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través
de la secuencia de la union de la ligadura.

La Figura 146 ilustra una variacién de la Figura 145, donde las sondas LDR en direccién 5'y en la direccion 3' contienen
porciones especificas de los cebadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'- UniTaq Ci' y porciones especificas de las secuencias
marcadoras. Después de la ligadura, los productos se diluyen y distribuyen entre pocillos que contienen cebadores
especificos de UniTaq del formato UniTaq Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai, y la sefial generada en la PCR se detecta
mediante un instrumento de PCR en tiempo real.

La Figura 147 ilustra una variacion de la Figura 145, donde los productos de la PCR se han capturado sobre un soporte
sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se
hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para deteccion.

La Figura 148 ilustra una variacion de la Figura 41, donde los productos de la PCR se amplifican selectivamente
usando cebadores en direccion 5'y en direccion 3' especificos de locus. Después de la hibridacion especifica de la
diana, la ARNasaH elimina la base de ARN para liberar un grupo 3 OH adecuado para la extension de la polimerasa.
Una sonda LNA o PNA bloqueante que comprende la secuencia natural que se solapa parcialmente con el cebador
de la PCR en direccién 5' competira preferentemente por la unién a la secuencia natural con el cebador en direccién
5', pero no tanto con el ADN mutante, y esto suprime la amplificacion del ADN en cada ronda de la PCR. Tras la etapa
inicial de enriquecimiento de la PCR, este procedimiento contintia con el protocolo de deteccion de LDR-gPCR con
prevencioén de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de
la unién de la ligadura.

La Figura 149 ilustra una variacién de la Figura 148, donde las sondas LDR en direccién 5'y en la direccion 3' contienen
porciones especificas de los cebadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'- UniTaq Ci' y porciones especificas de las secuencias
marcadoras. Después de la ligadura, los productos se diluyen y distribuyen entre pocillos que contienen cebadores
especificos de UniTaq del formato UniTaq Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq A, y la sefial generada en la PCR se detecta
mediante un instrumento de PCR en tiempo real.

La Figura 150 ilustra una variacion de la Figura 148, donde los productos de la PCR se han capturado sobre un soporte
sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se
hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para deteccion.

La Figura 154 ilustra otra variacion donde los productos de la PCR se amplificaron selectivamente usando cebadores
en direccion 5' especificos de locus que comprenden también porciones de secuencias en 5' complementarias de la
secuencia natural de la hebra superior permitiendo la formacion de bucles en horquillas tras la extension, y cebadores
en direccion 3' especificos de locus. Después de la hibridacién especifica de la diana, la ARNasaH elimina la base de
ARN para liberar un grupo 3 OH adecuado para la extension de la polimerasa. La PCR se lleva a cabo con una
polimerasa que carece de actividad 5' nucleasa, 3' nucleasa y de desplazamiento de hebra. (i) La desnaturalizacion
de la hebra inferior natural da como resultado la formacién de un bucle en horquilla con un emparejamiento perfecto
en el extremo 3', que se extiende mediante la polimerasa para formar una regiéon en horquilla mas larga. Esta no se
desnaturaliza a 72 °C y evita que el cebador en direccion 5' genere una hebra superior de longitud completa. (ii) La
desnaturalizacion de la hebra inferior mutante da como resultado la formacién de un bucle en horquilla con un
emparejamiento incorrecto en el extremo 3'. Este no se extiende mediante la polimerasa y, por tanto, se desnaturaliza
a 72 °C, lo que permite que el cebador en direccion 5' genere la hebra superior de longitud completa. (iii) La
desnaturalizaciéon de la hebra superior da como resultado una horquilla en el lado 5', que se desnaturaliza durante la
etapa de extension de la PCR (72 °C), permitiendo que la polimerasa genere una hebra inferior de longitud completa.
La diferencia en la preferencia de extension de la horquilla de los cebadores en direccién 5' con (i) moldes naturales y
(i) moldes mutantes da como resultado la amplificacion preferente del ADN mutante. Esta seleccion contra la
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amplificacion del ADN natural se produce para cada ciclo de la PCR, enriqueciendo asi las dianas mutantes. Tras la
etapa inicial de enriquecimiento de la PCR, este procedimiento contintia con el protocolo de deteccién de LDR-q PCR
con prevencion de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia
de la union de la ligadura.

La Figura 155 ilustra una variacion de la Figura 154, donde los productos de la PCR se han capturado sobre un soporte
sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se
hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para deteccion.

Como ejemplo de enumeracion cuantitativa de mutaciones usando el multiplexado espacial en 48 pocillos, considerar
que el ADNIc total en la muestra diana que se somete a amplificacion inicial de la PCR tiene aproximadamente 10.000
equivalentes gendmicos, conteniendo 12 de los mismos una mutacién en el codén 12 de KRAS. La distribucion inicial
en 48 pocillos da como resultado aproximadamente 200 equivalentes genémicos por pocillo, conteniendo 1 pocillo 2
copias mutantes, conteniendo 10 pocillos 1 copia mutante, y no conteniendo los restantes 37 pocillos copias mutantes.
Después de aproximadamente 20 ciclos de amplificacion de la PCR, (para simplificar el calculo, considere un 99 % de
eficacia de la amplificacion, o aproximadamente 960.000 veces de eficacia completa darian como resultado una
amplificacion de 1.046.576 veces), entonces, el nimero total de copias de la mutacion sera de 960.000 y para el tipo
natural sera de 192 millones. Suponiendo una eficacia de ligadura del 50 % en un ADN mutante por ciclo, multiplicado
por 20 veces, y para la ligadura en un ADN natural, una fidelidad de ligadura de 1.000 veces, entonces, el ADN mutante
daria como resultado 9,6 millones de moléculas, aunque el ADN natural diera como resultado 1,9 millones de
moléculas. La distribucion espacial en 48 pocillos daria como resultado 200.000 y 40.000 moléculas de producto de la
LDR para el mutante y el tipo natural respectivamente. Tras la adicion de los cebadores marcadores y sonda TagMan™
con PCR en tiempo real, para simplificar el calculo, los productos de la LDR anteriores se convierten en valores de Ct
de 10 y 12,5 respectivamente. Para que cualquier sefial derivada se puntie como positiva, seria necesario que
apareciera en al menos 2 o 3 pocillos, y también que se distinguiera facilmente de la sefal (nivel bajo) que surge de
la ligadura incorrecta de las sondas en el ADN natural. Dicha ligadura incorrecta en el ADN natural puede incluso
suprimirse adicionalmente afadiendo una sonda LDR en la direccién 5', que careceria del indicador fluorescente, de
tal manera que los productos de la ligadura serian silenciosos sin producir sefial. La probable distribucion de Poisson
(véase, por ejemplo, la Figura 31) muestra, que la muestra negativa tendra un intervalo de distribucion de (pocillos:
moléculas) (38:0; 10:1; 1:2) para 12 moléculas. Estas cifras son suficientemente diferentes, por tanto, la lectura de
TagMan™ proporcionara una enumeracion cuantitativa de la sefial, lo que permite asignar una puntuacion de 0, 1 o0 2
moléculas originales por pocillo (representada por los valores de Ct de 12,5, 10, y 9 respectivamente), para un total
de 12 moléculas KRAS mutantes en la muestra. Cuando la sefial solamente pueda distinguir entre 0 y 1 moléculas
mutantes, dado un ndmero inicial de 12 o menos moléculas iniciales enumeradas en un minimo de 24 pocillos, se
puede enumerar el nimero inicial de copias mutantes.

Cuando se usa la deteccion LDR-FRET, tras la distribucion en los 48 pocillos individuales para la captura en fase
solida, suponiendo solo un 50 % de eficacia de captura para productos biotinilados, cada pocillo habra capturado
10.000 mutantes y 2 millones de amplicones KRAS naturales respectivamente. Suponiendo una eficacia de ligadura
de solamente el 50 % en un ADN mutante por ciclo, deberian capturarse al menos 5.000 productos de la LDR sobre
el soporte sdlido si estuviera originalmente presente una Unica molécula mutante. Si hubiera dos moléculas mutantes
en el pocillo original, entonces deberian capturarse aproximadamente 10.000 productos de la LDR. Para los pocillos
con solo el producto natural, suponiendo una fidelidad de ligadura de 1:1000 (sonda LDR mutante en direccion &'
ligada incorrectamente en el ADN natural), solo se capturarian 1.000 productos de la LDR. Para que cualquier sefal
derivada se puntie como positiva, seria necesario que apareciera en al menos 2 o 3 pocillos, y también que se
distinguiera facilmente de la sefal (nivel bajo) que surge de la ligadura incorrecta de las sondas en el ADN natural.
Dicha ligadura incorrecta en el ADN natural puede incluso suprimirse adicionalmente afiadiendo una sonda LDR en la
direccion 5', que careceria del indicador fluorescente, de tal manera que los productos de la ligadura serian silenciosos
sin producir sefial. Estas cifras son suficientemente diferentes, por tanto, la lectura LDR-FRET proporcionara una
enumeracion cuantitativa de la sefial, permitiendo la asignacion de una puntuacion de 0, 1, o 2 moléculas originales
por pocillo (representada como sefiales LDR-FRET de aproximadamente 1000, 5000, y 10.000, respectivamente),
para un total de 12 moléculas KRAS en la muestra. Cuando la sefial solamente pueda distinguir entre 0 y 1 moléculas
mutantes, dado un ndmero inicial de 12 o menos moléculas iniciales enumeradas en un minimo de 24 pocillos, se
puede enumerar el nimero inicial de copias mutantes.

Cuando se utilizan sondas de la LDR que contienen UniTagq, tienen el siguiente formato: las sondas en direccién 5'
comprenden una secuencia marcadora en 5', tal como UniTagAi, que contiene una porcion especifica de cebador,
seguido por una secuencia especifica de diana con un emparejamiento incorrecto C:A o G:T en la 32 o pendultima base,
la mutacién base en el extremo 3', seguido por una base de ARN y 4 bases de ADN mas que se emparejan con la
diana, y un grupo separador-bloqueante C3. Los cebadores en direcciéon 3' comprenden un extremo fosforilado en 5',
seguido por una secuencia especifica de diana, y una secuencia marcadora en 3', tal como UniTaq Bi' - UniCi', que
contiene también una porcion especifica de cebador.

Los productos de la LDR se pueden detectar usando cebadores especificos de UniTaqg que tienen el formato UniTaq

Ciy F1-UniTaqg Bi - Q - UniTaq Ai (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q).
En estas condiciones, se formara el siguiente producto:
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F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Diana en la direccion 5'-Mutacion-Diana en la direccion 3' - UniTaq Bi'- UniTaqg Ci'

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaq Ci', la actividad exonucleasa 5'—3' de la polimerasa
digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Los cebadores de la PCR iniciales o de las sondas de la LDR en direccién 5' también puede contener una base de
ARN, 4 bases adicionales y un grupo bloqueante (por ejemplo el separador C3) en el extremo 3'. A continuacion, se
afade ARNasaH?2 a la reaccion. Esto garantiza que no se forman productos independientes del molde.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccién de ligadura usando quinasa terméfila
de fago (derivada del bacteri6fago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion en la LDR deberia ser tan corta como fuera posible (es decir, 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa termdfila no es completamente termoestable -o preincubar simplemente a 65 °C durante
15 minutos para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Alternativamente, el lado 5' de la sonda LDR en
direccion 3' contiene la misma base que la base discriminante en 3' de la sonda en direccién 5', dicha base se eliminada
por la actividad 5' a 3' nucleasa de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para
una ligadura posterior.

Ejemplo tedrico 2 - Marcador de metilacion de alta sensibilidad para la hipermetilacion del promotor (cuando
esta presente de 1 % al 0,01 %) en ADN plasmatico total. (por ejemplo, p16 y otros genes supresores tumorales,
"islas" de CpG también, Sept9, vimentina, etc.)

Revision de la estrategia v1: Se tratd ADN gendmico aislado o ADN enriquecido con metilo con un céctel de enzimas
sensibles a metilo cuyos elementos de reconocimiento comprenden solo o principalmente bases C y G (por ejemplo,
Bsh12361 = CG*CG; HinPIl = G*CGC; Acil = CACGC o G*CGG; y Hpy99l = CGWCG"). Cebadores de la PCR
escogidos con criterio amplifican fragmentos de ADN sin cortar de aproximadamente 100 - 130 pb. El fragmento
deberia tener al menos 2-3 sitios de enzimas sensibles a metilo, de tal manera que la escisién podria hacer que estos
fragmentos desaparecieran. Estos sitios se seleccionan para que la prevencion de arrastres pueda trabajar a dos
niveles: (i) los sitios siguen siendo escindibles en ADN que contiene dUTP incorporado, lo que permite el uso de UNG
para la prevencion de arrastres y (i) tras la amplificacion, los sitios estan sin metilar, de tal manera que los productos
se volverian a escindir facilmente por lo que se arrastrarian a otra reaccién. Con posterioridad a la amplificacion inicial
mediante la PCR, las reacciones LDR y UniTaq con proteccién de arrastres se realizaron como se ha descrito
anteriormente. Como alternativa, se pueden realizar reacciones LDR y TagMan™, o TagMan™ directa para identificar
y cuantificar cantidades relativas de ADN metilado en la muestra inicial.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia utilizando tanto cebadores de la PCR como sondas
de la LDR para detectar la metilacién de baja abundancia:

1. Uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para escindir la diana cuando no esta metilada.

2. Uso de cebadores de la PCR con colas universales, de tal manera que si se forma cualquier cebador dimérico
independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la amplificacién adicional.

3. Uso de UNG y enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para evitar la contaminacion por arrastres de la
reaccion de la PCR inicial.

4. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccion 5'.

5. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

6. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccién de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de la metilacion del promotor v1:

2.1. a. Incubar ADN gendémico, ADNIc, o ADN enriquecido con metilo en presencia de Bsh12361 (CG*CG) y HinPI
(G*"CGC), y UNG (37 °C, 30-60 minutos) para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres.
Anadir suplemento de tampoén para optimizar la amplificacion de la PCR multiplexada, dUTP y otros dNTP,
AmpliTag Gold, y cebadores especificos de genes que contienen colas universales, de tal manera que si se forma
cualquier cebador dimérico independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la
amplificacion adicional. Esta mezcla de reaccion de la PCR del ADN gendmico inicial es adecuada para una
amplificacion de la PCR multiplexada en 12, 24, 48, o 96 pocillos individuales (multiplexado espacial), o en un Unico
pocillo. Desnaturalizar el ADN genémico digerido, inactivar UNG y las endonucleasas de restriccion, y activar
AmpliTag Gold (94 °C, 5-10 minutos) y amplificar mediante PCR multiplexada los fragmentos que contienen
mutaciones para un numero limitado de ciclos (94 °C, 10 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s durante 16-20 ciclos). Los
cebadores de la PCR se han disefiado para tener valores de la Tm alrededor de 64-66 °C, y que se hibriden
sélidamente, incluso cuando se usan a concentraciones 10 a 50 veces por debajo de la norma para la PCR
uniplexada (10 nM a 50 nM cada cebador). Los ciclos se limitan a retener el equilibrio relativo de los productos de
la PCR unos con respecto a otros, mientras se siguen amplificando secuencias con baja abundancia de
aproximadamente 100.000 a 1.000.000 de veces. Tras la amplificacién por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq
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(incubando a 99 °C durante 30 minutos.)

2.1.b. Afiadir ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D) suplementada con tampdn para condiciones
de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5' y en direccion 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de cada,
los cebadores en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o tratamiento con quinasa en todo el volumen
antes de las reacciones. Las sondas en direccion 5' comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por la
secuencia especifica de diana. Las sondas en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por
una secuencia especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C, 10
s, 60 °C 4-5 minutos). Esto permitirda que se produzcan eventos de ligadura en los productos de la PCR si esta
presente el ADN metilado en la muestra original.

2.1,c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de
la PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la
prevencion de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia
a través de la unién de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de los cebadores de LDR
serian UniAi y UniCi respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniAi - Diana en direccion 5'-Region de
metilacion-Diana en direccion 3' - UniCi'

Se pueden interrogar dos o tres fragmentos en una Unica region promotora al mismo tiempo usando el mismo colorante
fluorescente. Se puede determinar el nimero de fragmentos metilados por promotor mediante una sefial total para
este colorante. Cuando se usa el multiplexado espacial, la muestra se distribuye entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
individuales antes de la etapa de incubacion a 37 °C (pero después de la adicion de enzimas). De esta manera, la
metilacion a lo largo de una regidon promotora de una molécula de ADN dada puede distinguirse de la metilacion de
tres regiones diferentes en tres moléculas diferentes.

Puesto que no hay necesidad de distinguir entre una sefial natural y una sefial mutante, se puede eliminar la etapa de
la LDR, con la reaccion inicial de la PCR seguida directamente por una reaccion de la PCR secundaria en tiempo real
(por ejemplo, TagMan™). La desventaja de ir directamente a una PCR secundaria es que no se utilizaria una
proteccion de arrastres mediante UNG ya que los productos de la reaccion inicial de la PCR han incorporado dUTP, y
por tanto quedarian destruidos por el UNG. Una estrategia para abordar este problema seria utilizar dNTP
convencionales en la PCR inicial, y se basa Unicamente en las endonucleasas de restriccion para destruir cualquier
arrastre potencial a partir de las reacciones de la PCR iniciales o posteriores, ya que estos productos estan ahora sin
metilar.

Un segundo disefio del ensayo se basa en una digestion inicial con restriccion, seguida por la distribucion y captura
de las dianas amplificadas mediante la PCR sobre los pocillos de una placa de microtitulacién. Un unico ciclo de LDR
permite capturar los productos de la LDR de las dianas correctas sobre el soporte sélido, mientras que las ligaduras
incorrectas se eliminan por lavado. Los productos de la LDR se cuantifican, bien mediante LDR-FRET(qLDR), PCR
en tiempo real (QPCR) u otros sistemas indicadores.

La Figura 45 ilustra la deteccion de metilacién en el ADN gendmico o el ADNIc usando la digestion con restriccion
basica, con protocolo de deteccion PCR-LDR-q PCR con prevencion de arrastres. Los productos se detectan usando
sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de la unién de la ligadura.

La Figura 46 ilustra una variacion de la Figura 45, donde los cebadores de la PCR iniciales especificos de gen
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Las sondas LDR en direcciéon 5'y 3'
contienen etiquetas UniTag Ai y UniTaq Bi'- UniTaq Ci' respectivamente. Después de la ligadura, los productos se
diluyen y distribuyen en pocillos que contienen cebadores especificos de UniTaq del formato UniTaq Ci y F1-UniTaq
Bi - Q - UniTaq Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q). La hebra de
producto formada por el cebador marcado fluorescentemente formara una horquilla, de tal forma que la secuencia
UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaq Ci',
la actividad exonucleasa 5'->3' de la polimerasa digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1
y generando la sefial detectada por el instrumento de la PCR en tiempo real.

La Figura 47 ilustra una variacion de la Figura 45, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Los cebadores de la PCR contienen colas universales para
eliminar la formacién de cebadores diméricos, y para permitir la amplificacién con cebadores universales, uno de los
cuales contiene una biotina, lo que permite capturar los productos en pocillos revestidos con estreptavidina. Las sondas
de ligadura se hibridan a la diana y solamente forman producto cuando existe una complementariedad perfecta en la
union de la ligadura. Las sondas de ligadura sin reaccionar, o los productos de ligadura independientes de diana se
eliminan a continuacién por lavado. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias
cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para
deteccion.

Como ejemplo de enumeracion cuantitativa de metilacion usando el multiplexado espacial en 48 pocillos, considerar
una muestra de ADNIc con 12 equivalentes gendmicos de ADN tumoral, utilizada para puntuar la metilacién sobre un
marcador en el cromosoma 20, que se amplifica hasta aproximadamente 4 copias por célula cancerosa. Esto
proporcionaria 48 copias de ADN metilado que es resistente a la digestion. EI ADN sin metilar se fragmenta con la
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enzima de restriccion, pero sobrevive una minoria de ADN sin metilar, ~ 12 copias, para un total de 60 copias. También,
se puede producir algo de metilacion relacionada con la edad, que permite alcanzar hasta 12 copias. En consecuencia,
las muestras sin metilacion especifica de tumor pueden tener una sefal en el intervalo de 12-24 copias, mientras que
las que tienen el marcador del cromosoma 20 metilado en los 4 cromosomas pueden tener un total en el intervalo de
60-72 copias. Si se observa la distribucion de Poisson probable (véanse las Figuras 31 y 32, la muestra negativa
tendra un intervalo de distribucion de (pocillos: moléculas) (38:0; 10:1; 1:2) para 12 moléculas hasta (29:0; 15:1; 4:2;
1:3) para 24 moléculas, mientras que las muestras positivas tendran un intervalo de distribucién de (14:0; 17:1; 11:2;
4:3; 1:4) para 60 moléculas hasta (11:0; 16:1; 12:2; 6:3; 2:4; 1:5) para 72 moléculas. La precision para distinguir una
sefial LDR que procede de 2 moléculas (por ejemplo, para LDR-TagMan™, un valor Ct de 9, o para la deteccion LDR-
FRET de 10.000 productos de la LDR) de 3 moléculas (por ejemplo, para la LDR-TagMan™, un valor de Ct de 8,5 0
para una LDR-FRET de 15.000 moléculas) dependera de la desviacion estandar de la sefial de la LDR de pocillo a
pocillo. No obstante, incluso aunque la sefial LDR sea tan variable como para dificultar la distincion entre las sefales
de alto nivel, siempre que la sefial esté lo suficientemente limpias como para distinguir 0, 1 y 2 moléculas iniciales
(representada cono valores de Ct de LDR-TagMan™ de 12,5, 10 y 9, o sefales de la LDR-FRET de aproximadamente
1.000, 5.000, y 10.000, respectivamente), Esta estrategia no tendra dificultad para distinguir y enumerar la sefial
metilada que surge de aquellos individuos con ADN tumoral auténtico en circulacién, de los que tienen una sefial
metilada relacionada con la edad (pero no cancerosa) en sangre normal. En el caso de que las Ct o la sefal
fluorescente solamente puede distinguir 0 de 1 o mas moléculas metiladas iniciales, dado un ndmero inicial de 12
equivalentes genémicos o menos de ADN tumoral, y 60 o mas equivalentes genémicos de ADN metilado para la region
concreta (por ejemplo, el cromosoma 20) enumerados en un minimo de 48 pocillos, la estrategia deberia distinguir y
enumerar las sefales metiladas que proceden de individuos con ADN tumoral auténtico en circulacién de aquellos con
sefiales metiladas relacionadas con la edad (pero no cancerosas) en sangre normal.

Cuando se utilizan sondas de la LDR que contienen UniTaq, tienen el siguiente formato: Las sondas en direccién 5'
comprenden una etiqueta en 5', tal como UniTagAi seguido por la secuencia especifica de diana. Las sondas en
direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una secuencia especifica de diana, y una etiqueta
en 3', tal como UniTaq Bi' - UniTaq Ci'.

Los productos de la LDR se pueden detectar usando cebadores especificos de UniTaqg que tienen el formato UniTaq
Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTag Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q).
En estas condiciones, se formara el siguiente producto:

F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Diana en direccion 5'- Region de metilacion - Diana en direccién 3' - UniTaq Bi'- UniTaq
Ci'

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaqg Ci', la actividad exonucleasa 5'->3' de la polimerasa
digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Las sondas LDR en direccion 5' y los cebadores de la PCR pueden contener también una base de ARN, 4 bases
adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. A continuacion, se afiade ARNasaH2 a la reaccion. Esto garantiza
que no se forman productos independientes del molde. n algunos disefios, un sitio de restriccion sensible a metilacion
esta en direccion 3' desde el extremo 3' del cebador de la PCR, de manera que la escisidon con la enzima elimina la
secuencia de unién de las 4 bases adicionales, y la escision de la base de ARN por la ARNasaH2 se reduce
significativamente.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccion de ligadura usando quinasa termofila
de fago (derivada del bacteriéfago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion de la LDR debera ser tan corta cono sea posible (por ejemplo, 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa termofila no es totalmente termoestable -o solo se preincuba a 65 °C durante 15 minutos
para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Como alternativa, el lado 5' de la sonda en 3' puede contener
una base, la misma que la base en 3' discriminante de la sonda en direccion 5', dicha base se elimina mediante la
actividad nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una
ligadura posterior.

Revision de la estrategia v2: Como en el caso anterior, el ADN gendmico aislado, o el ADN enriquecido con metilo,
se trata con un coctel de enzimas sensibles a metilo (HinP11, Bsh1236l, Acil, Hpy99l y HpyCH4IV), asi como por
enzimas insensibles a metilo (Haelll y Mspl). La idea es generar un fragmento de ADN de aproximadamente 40 bases
0 mas, en el que el fosfato en 5' del fragmento se origina a partir de una enzima insensible a metilo. El fragmento
deberia tener al menos 2-3 sitios de enzimas sensibles a metilo, de tal manera que la escisién podria hacer que estos
fragmentos desaparecieran. A continuacion, se hibridé una hebra del fragmento genémico sobre un molde artificial
que contiene una horquilla, con una regién en direccién 5', que no esta relacionada con el ADN gendmico, y se puede
ligar al fragmento gendmico en el 5' fosfato. La porcion monocatenaria de la horquilla contiene también una region
complementaria de la diana que contiene uno o mas sitios de enzimas de restriccién sensibles a metilo. Las mismas
enzimas sensibles a metilo se afnaden posteriormente de nuevo, y si se escapa accidentalmente una hebra diana sin
metilar de la etapa inicial de digestion con restriccion, se escindira en esta segunda etapa. Se afiadié un oligonucleétido
en direccion 3' que se hibrida al fragmento genémico, en direccion 3' de donde se hibrida con la hebra del molde.
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Cuando se extiende el cebador especifico de locus, la actividad exonucleasa 5—3' de la polimerasa destruye la porcién
del molde del oligonucledtido ligado, creando un producto que contiene los marcadores en direccion 5'y 3' y adecuado
para su amplificacion. El oligonucleétido de la horquilla sin ligar se extendera sobre si mismo y no se amplificara
adicionalmente. Los oligonucledtidos en la direccion 5' y 3' tienen secuencias universales opcionales, asi como
secuencias especificas de UniTaq, lo que permite una "preamplificacion" simultanea durante 12-20 ciclos, antes de la
apertura del tubo, y su division entre los ensayos UniTaqg o TagMan™ adecuados. Para cada region promotora,
existiran tres posiciones de interrogacion, de forma que aparecera la sefial (indicando el valor Ct la cantidad relativa
de secuencia metilada) asi como la intensidad total de la sefial (es decir = 1, 2, o 3 sitios metilados para este promotor).
Esta estrategia es también compatible con el uso de UNG para proporcionar una proteccion contra arrastres, y la
AENasaH2 para proporcionar una fidelidad extra durante las etapas de amplificacion de la PCR.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia para la deteccion de la metilacion de abundancia
baja:

1. Uso de enzimas de restriccion insensibles a la metilacion para generar un 5' fosfato Unico en un ADN diana
bicatenario.

2. Uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para escindir la diana bicatenaria cuando no esta
metilada.

3. Uso de UNG y enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para evitar la contaminacion por arrastres de la
reaccion de la PCR inicial.

4. Uso de la fidelidad de la ligadura de la ligasa termoestable para ligar la etiqueta correcta a la hebra diana.

5. Uso de un cebador especifico de locus y de polimerasa para amplificar las hebras diana ligadas.

6. Uso de la actividad nucleasa de la ARNasaH2 para liberar un 3'OH sin bloquear en los cebadores de la PCR,
solamente cuando se hibrida con la diana.

7. Uso de secuencias en el extremo 3' de oligonucledtidos marcadores, de manera que, cuando no estan ligadas,
forman horquillas y se extienden sobre si mismas para formar productos que no se amplifican.

8. Uso de cebadores UniTaqg o cebadores marcadores para amplificar los productos de la PCR o LDR para una
lectura de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de la metilacion del promotor v2:

2.2a. Preparar la mezcla que contiene las enzimas de restriccion, moldes de horquillas artificiales (véase mas
adelanten) y ligasa termoestable. Escindir el ADN genémico aislado, o el ADN enriquecido con metilo, con un céctel
de enzimas sensibles a metilo (por ejemplo, HinP1l, Bsh1236I, Acil, Hpy99l y HpyCH41V), asi como por enzimas
insensibles a metilo (Haelll y Mspl). Generar fragmentos de aproximadamente 40 bases o mas que tienen un 5'
fosfato procedente de un sitio Haelll o Mspl, y al menos 3 sitios sensibles a metilo (que no se escindieron porque
estaban metilados). Preferentemente, generar tres de dichos fragmentos por promotor. Destruir las endonucleasas
térmicamente (65 °C durante 15 minutos) y desnaturalizar el ADN (94 °C 1 minuto). Los moldes artificiales
contienen la region del cebador en direccion 5' (U1PM del Cebador Universal 5' opcional, seguido por UniTaq Ai)
asi como una regidon complementaria de UniTaq Ai, y una regién complementaria del ADN diana con una Tm de
aproximadamente 72 °C, y un solapamiento con al menos un sitio de restriccion sensible a metilo). Incubar a 60 °C
para permitir la hibridacion y la ligadura de los oligonucleétidos de la horquilla al 5' fosfato del ADN diana si, y solo
si este se habia metilado e hibridado al molde correcto. Esta mezcla de producto de ligadura - ADN gendémico
inicial es adecuada para la amplificacion por PCR multiplexada en 12, 24, 48 0 96 pocillos individuales (multiplexado
opcional), o en un unico pocillo.

2.2b. Afnadir: Las enzimas de restriccion sensibles a metilo (incubar a 37 °C durante 30 minutos), asi como la
polimerasa Taq de inicio caliente, INTP, UniTaqgAi, y los cebadores en direccion 3' (que contienen el Cebador U2
Universal en 5', seguido por UniTaq Bi, seguido por una secuencia diana especifica de locus complementaria del
fragmento diana con la secuencia que esta exactamente en la direccién 3' de la secuencia artificial de la hebra del
molde). Cuando se extiende el cebador especifico de locus, la actividad exonucleasa 5'—3' de la polimerasa
destruye la porcion del molde del oligonucledtido ligado, creando un producto que contiene los marcadores en
direccion 5'y 3' y adecuado para su amplificacion. El oligonucleétido de la horquilla sin ligar se extendera sobre si
mismo y no se amplificara adicionalmente. En el mejor de los casos, las colas de cebadores universales UIPmy
U2 de los cebadores compuestos de la LDR y PCR son algo mas cortas que los Cebadores universales U1y U2.
Esto permite la amplificacion universal inicial a una temperatura de ciclacion menor (por ejemplo, hibridacién a
55 °C) seguido por una temperatura de ciclacion mayor (por ejemplo, hibridacién a 65 °C) de forma que los
cebadores universales UIPm y U2 se unen preferentemente al producto deseado (en comparacion con los
cebadores compuestos que se unen a productos incorrectos). En la variacion preferida para minimizar las
amplificaciones independientes de diana, los cebadores de la PCR en direccion 3' contienen una base de ARN y
un extremo 3' bloqueado, que se liberan con una ARNasa-H que escinde la base de ARN cuando el cebador se
hibrida con su diana. Estas condiciones amplifican los productos de la secuencia:

Cebador Univ.U1Pm-UniTaq Ai - Region de metilacion - UniTaq Bi' - Cebador Univ. U2'

O simplemente de la secuencia:

UniTaq Ai - Region de metilacion - UniTaq Ci'

2.2c. Abrir tubos, diluir de 10 a 100 veces vy distribuir por alicuotas entre pocillos TagMan™, conteniendo cada
pocillo los siguientes cebadores: Cebador universal U2 y cebadores especificos UniTaq del formato F1-UniTaq Bi
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- Q - UniTaq Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q). En estas
condiciones, se formara el siguiente producto:
F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Regién de metilacion - UniTaq Bi' - UniTaq Ci' - Cebador Univ U2’

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el Cebador universal U2 se une a la secuencia del Cebador universal U2', la actividad exonucleasa 5'—3'
de la polimerasa digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Para productos con secuencia UniTag Ai - ADN diana - UniTaq Ci', estos se pueden detectar usando cebadores de la
PCR anidados, con escision opcional con ARNasaH2 para eliminar grupos bloqueantes y una sonda TagMan™
interna.

Como control de la cantidad total de ADN presente, se puede elegir un fragmento diana préoximo donde se genera el
5' fosfato con una enzima insensible a metilo (Haelll o Mspl), y el resto del fragmento carece de sitios de enzimas
sensibles a metilo. El oligonucledtido en direccién 5' que esta ligado al fragmento diana es una mezcla de dos
oligonucledtidos: (i) Un oligonucleétido presente en 1 de 100 con la secuencia UniTaq especifica correcta, y (ii) un
oligonucledtido presente en 99 de 100 con una secuencia que tiene aproximadamente 8-10 bases complementarias
de su extremo 3'. Tras el evento de ligadura y la destruccion del molde con la endonucleasa UNG y AP, se afiadieron
los cebadores universales para su amplificacion por PCR. El producto de ligadura que contiene las secuencias UniTaq
se amplifica y proporcionara una sefial equivalente a 1 de 100 del molde original. La mayoria del producto de ligadura
carece de secuencia universal en el extremo 5', y no se amplifica exponencialmente. La sonda en la direccion 5' no
ligada formara posteriormente una horquilla sobre si misma, y extiende su propia secuencia 3' sobre si misma,
sacandola de la contencién para convertirse en parte de otro amplicon de la PCR. De forma adicional o alternativa, el
control puede utilizar una relacion diferente de los dos oligonucledtidos, por ejemplo 1:10 o 1:1000 para permitir
comparaciones fiables a niveles bajos del ADN metilado presente en el sitio del promotor de interés.

Un control alternativo utiliza una mezcla de dos oligonucleétidos: (i) Un oligonucleétido de la horquilla presente en 1
de 100 con la secuencia UniTaq especifica correcta, y (ii) un oligonucleétido de la horquilla presente en 99 de 100 sin
la secuencia UniTaq. Tras el evento de ligadura, se afiadieron los cebadores universales para su amplificacion por
PCR. Cuando se extiende el cebador especifico de locus, la actividad exonucleasa 5'-> 3' de la polimerasa destruye
la porcion del molde del oligonucleétido ligado, creando un producto que contiene los marcadores en direccion 5'y 3'
y adecuado para su amplificacion. El oligonucleétido de la horquilla sin ligar se extendera sobre si mismo y no se
amplificara adicionalmente. El producto de ligadura que contiene las secuencias UniTaq se amplifica y proporcionara
una sefial equivalente a 1 de 100 del molde original. La mayoria del producto de ligadura carece de secuencia universal
en el extremo 5', y no se amplifica exponencialmente.

La Figura 48 ilustra la deteccion de metilacion en el ADN gendémico o el ADNIc usando la digestion con restriccion,
ligadura en horquilla, extension especifica de locus, con protocolo de amplificacion por PCR con prevencion de
arrastres. Se detectaron los productos usando cebadores de la PCR anidados con sondas TagMan™ disefadas a lo
largo de la secuencia metilada.

La Figura 49 ilustra una variacion de la Figura 48, donde los cebadores de la PCR iniciales especificos de gen
contienen etiquetas UniAi y UniCi. Los productos se diluyeron y se distribuyeron en pocillos para una amplificacion
anidada. Los cebadores de la PCR anidados en direccion 5'y 3' contienen etiquetas UniTaqg Aj y UniTaq Bj-UniTaq Cj
en sus extremos 5', respectivamente. Adicionalmente, los cebadores especificos de UniTaq del formato UniTaq Cj y
F1-UniTaq Bj - Q - UniTaq Aj estan presentes en la mezcla de amplificacion a una concentracién mayor, y por tanto
se convierten en los cebadores dominantes que se incorporan a los productos de la amplificaciéon. La hebra de producto
formada por el cebador marcado fluorescentemente formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bj se
empareja con la secuencia UniTaq Bj'. Cuando el cebador UniTaq Cj se une a la secuencia UniTaq Cj', la actividad
exonucleasa 5'->3' de la polimerasa digiere la secuencia UniTaq Bj, liberando el colorante fluorescente F1 y generando
la sefial detectada por el instrumento de la PCR en tiempo real.

Los productos de la secuencia UniTaq Ai - ADN diana - UniTaq Ci' se pueden detectar también utilizando cebadores
anidados dentro de la secuencia UniTaq Ci y UniTaq Ai, y una sonda TagMan™ convencional.

Se pueden interrogar dos o tres fragmentos en una Unica regién promotora al mismo tiempo usando el mismo colorante
fluorescente. Se puede determinar el nimero de fragmentos metilados por promotor mediante una sefial total para
este colorante. Cuando se usa el multiplexado espacial, la muestra se distribuye entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
individuales antes de la etapa de incubacion a 37 °C (pero después de la adicion de enzimas). De esta manera, la
metilacion a lo largo de una regidon promotora de una molécula de ADN dada puede distinguirse de la metilacion de
tres regiones diferentes en tres moléculas diferentes.

Como hay una etapa de ligadura inicial, no es necesaria una etapa de LDR posterior, con la reaccion inicial de la PCR
seguida directamente por una reaccion de la PCR secundaria en tiempo real (por ejemplo, TagMan™). La desventaja
de ir directamente a una PCR secundaria es que no se utilizaria una proteccion de arrastres mediante UNG ya que
los productos de la reaccion inicial de la PCR han incorporado dUTP, y por tanto quedarian destruidos por el UNG.
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Una estrategia para abordar este problema seria utilizar dNTP convencionales en la PCR inicial, y se basa unicamente
en las endonucleasas de restriccion para destruir cualquier arrastre potencial a partir de las reacciones de la PCR
iniciales o posteriores, ya que estos productos estan ahora sin metilar.

Los cebadores de la PCR pueden contener también una base de ARN, 4 bases adicionales y un grupo blogueante en
el extremo 3'. A continuacion, se afiade ARNasaH2 a la reaccidon. Esto garantiza que no se forman productos
independientes del molde con los conjuntos de cebadores UniTag. n algunos disefios, un sitio de restriccion sensible
a metilacién esta en direccion 3' desde el extremo 3' del cebador de la PCR, de manera que la escisién con la enzima
elimina la secuencia de union de las 4 bases adicionales, y la escision de la base de ARN por la ARNasaH2 se reduce
significativamente.

Revision de la estrategia v3: Se trat6 ADN gendmico aislado o ADN enriquecido con metilo con enzimas sensibles
a metilo cuyos elementos de reconocimiento comprenden solo o principalmente parejas de dinucleétidos CpG (por
ejemplo, Bsh12361 = CG*CG; y Hpy99l = CGWCG™"). Tratar con bisulfito, que convierte el "dC" en "dU", y convierte
las hebras en no complementarias. Hibridar los cebadores especificos de locus en presencia de BstU1 (CG*"CG), que
escindiran el ADN arrastrado. Los cebadores y la diana que no se escindieron se desbloquean con la ARNasaH2 solo
cuando se unen a la diana. Los cebadores de la PCR sin bloquear amplifican a continuacion los fragmentos de ADN
convertidos con bisulfito sin cortar de aproximadamente 100 - 130 pb. El fragmento deberia tener al menos 2 sitios de
enzimas sensibles a metilo, de tal manera que la escision podria hacer que estos fragmentos desaparecieran. Estos
sitios se seleccionan para que la prevencion de arrastres pueda trabajar a dos niveles: (i) los sitios siguen siendo
escindibles en ADN que contiene dUTP incorporado, lo que permite el uso de UNG para la prevencion de arrastres y
(ii) tras la amplificacion, los sitios estan sin metilar, de tal manera que los productos se volverian a escindir faciimente
por lo que se arrastrarian a otra reaccion. Ademas, el fragmento deberia tener parejas de CpG metiladas internas
adicionales, de manera que un cebador bloqueante se enriqueceria para la amplificacion de la diana metilada
inicialmente, y, ademas, las sondas LDR se seleccionarian también para la deteccion de la diana metilada inicialmente.
Con posterioridad a la amplificacion inicial mediante la PCR, las reacciones LDR y UniTaq con proteccion de arrastres
se realizaron como se ha descrito anteriormente. Como alternativa, se pueden realizar reacciones LDR y TagMan™,
o TagMan™ directa para identificar y cuantificar cantidades relativas de ADN metilado en la muestra inicial.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia utilizando ambos cebadores de la PCR y la LDR
para detectar la metilacion de baja abundancia:

1. Uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para escindir la diana cuando no esta metilada.

2. Uso de la actividad nucleasa de la ARNasaH2 para liberar un 3'OH sin bloquear en los cebadores de la PCR,
solamente cuando se hibrida con la diana.

3. Uso de UNG y enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para evitar la contaminacion por arrastres de la
reaccion de la PCR inicial.

4. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccion 5'.

5. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

6. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccién de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de la metilaciéon del promotor v3

2.3.a. Incubar ADN genomico o ADN enriquecido con metilo en presencia de Bsh12361 (CG*"CG) y UNG (37 °C,
30-60 minutos) para digerir completamente el ADN no metilado y evitar los arrastres. Tratar con bisulfito, que
convierte las hebras en no complementarias, y purificar las hebras de ADN usando un kit comercialmente
disponible (es decir, de Zymo Research o Qiagen). Afiadir suplemento de tampén para optimizar la amplificacion
de la PCR multiplexada, dUTP y otros dNTP, AmpliTaq Gold, RNaseH2, BstU1(CG*CG), y cebadores especificos
de gen contienen una base de ARN después del extremo 3' deseado, 4 bases adicionales y un grupo bloqueante
para evitar la extension sobre dianas incorrectas. Esta mezcla de reaccion de la PCR del ADN gendmico inicial es
adecuada para una amplificacion de la PCR multiplexada en 12, 24, 48, o 96 pocillos individuales (multiplexado
espacial), o en un Unico pocillo. BstU1 escindira cualquier ADN arrastrado procedente de una amplificacion inicial.
Desnaturalizar el ADN genémico digerido y las endonucleasas de restriccion, y activar AmpliTaq Gold (94 °C, 5-10
minutos) y amplificar mediante PCR multiplexada los fragmentos que contienen mutaciones para un ndmero
limitado de ciclos (94 °C, 10 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s durante 16-20 ciclos). Los cebadores de la PCR se han
disefiado para tener valores de la Tm alrededor de 60 °C, pero con las 5 bases extra esta mas cerca de 65-68 °C,
y se hibridaran sélidamente, incluso cuando se usan a concentraciones 10 a 50 veces por debajo de la norma para
la PCR uniplexada (10 nM a 50 nM cada cebador). Adicionalmente, se usa un oligonucleétido bloqueante para
limitar la amplificacion del ADN sin metilar. Los ciclos se limitan a retener el equilibrio relativo de los productos de
la PCR unos con respecto a otros, mientras se siguen amplificando secuencias con baja abundancia de
aproximadamente 100.000 a 1.000.000 de veces. Tras la amplificacién por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq
(incubando a 99 °C durante 30 minutos.)

2.3.b. Afiadir ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D) suplementada con tampdn para condiciones
de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5' y en direccion 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de cada,
las sondas en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o fosforilarse con quinasa en todo el volumen antes
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de las reacciones. Las sondas en direccién 5' comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por la
secuencia especifica de diana. Las sondas en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por
una secuencia especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C, 10
s, 60 °C 4-5 minutos). Esto permitirda que se produzcan eventos de ligadura en los productos de la PCR si esta
presente el ADN metilado en la muestra original.

2.3.c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de
la PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la
prevencion de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia
a través de la union de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de las sondas de LDR serian
UniAi y UniCi respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniAi- Diana en direccion 5'-Region de metilacion
tratada con bisulfito-Diana en direccion 3' - UniCi'

Se pueden interrogar dos o tres fragmentos en una Unica regién promotora al mismo tiempo usando el mismo colorante
fluorescente. Se puede determinar el nimero de fragmentos metilados por promotor mediante una sefial total para
este colorante. Cuando se usa el multiplexado espacial, la muestra se distribuye entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
individuales antes de la etapa de incubacion a 37 °C (pero después de la adicién de enzimas). De esta manera, la
metilacion a lo largo de una regidon promotora de una molécula de ADN dada puede distinguirse de la metilacion de
tres regiones diferentes en tres moléculas diferentes.

La Figura 50 ilustra la deteccion de la metilacion en el ADN gendmico o el ADNIc usando digestion con restriccion y
tratamiento con bisulfito. Los cebadores de la PCR inicial de la region metilada tratada con bisulfito contienen una base
de ARN, 4 bases adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. La hibridacion de estos cebadores en presencia
de BstU1 escindira el ADN arrastrado. Estos cebadores especificos de gen estan sin bloquear desde el extremo por
la ARNasaH2 solo cuando se hibridan con la diana, liberando un extremo 3'OH adecuado para la extension de la
polimerasa. Se usa un oligonucleétido de bloqueo para limitar la amplificacion del ADN sin metilar convertido con
bisulfito. Las sondas LDR para el ADN diana metilado convertido con bisulfito proporcionan especificidad adicional.
Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de la union de la ligadura.

La Figura 51 ilustra una variacion de la Figura 50. Las sondas LDR en direccion 5' y 3' contienen etiquetas UniTaq Ai
y UniTaq Bi'- UniTaq Ci' respectivamente. Después de la ligadura, los productos se diluyeron y distribuyeron en pocillos
que contenian cebadores especificos de UniTaq que tienen el formato UniTaqg Ci y F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai (donde
F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q). La hebra de producto formada por el
cebador marcado fluorescentemente formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con
la secuencia UniTaqg Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaqg Ci', la actividad exonucleasa
5'-3' de la polimerasa digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1 y generando la sefial
detectada por el instrumento de la PCR en tiempo real.

La Figura 52 ilustra una variacion de la Figura 50, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sdlido. Los cebadores de la PCR contienen colas universales para
eliminar la formacién de cebadores diméricos, y para permitir la amplificacién con cebadores universales, uno de los
cuales contiene una biotina, lo que permite capturar los productos en pocillos revestidos con estreptavidina. Las sondas
de ligadura se hibridan a la diana y solamente forman producto cuando existe una complementariedad perfecta en la
union de la ligadura. Las sondas de ligadura sin reaccionar, o los productos de ligadura independientes de diana se
eliminan a continuacién por lavado. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias
cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para
deteccion.

La Figura 151 ilustra una variacion de la Figura 50, donde después de la digestion inicial con la endonucleasa de
restriccion y la conversion con bisulfito, los productos de la PCR se amplifican selectivamente usando cebadores en
direccion 5' y en direccion 3' especificos de locus. Después de la hibridacion especifica de la diana, la ARNasaH
elimina la base de ARN para liberar un grupo 3 OH adecuado para la extension de la polimerasa. Una sonda de LNA
o PNA blogueante que comprende una secuencia no metilada tratada con bisulfito (o0 su complemento) que se solapa
parcialmente con el cebador de la PCR en direccién 5' preferentemente competira por la unién con la secuencias diana
no metilada tratada con bisulfito respecto del cebador en direccién 5', pero no tanto como la secuencia diana metilada
tratada con bisulfito, y por tanto suprime la amplificacién de la secuencia diana sin metilar tratada con bisulfito en cada
ciclo de la PCR. Tras la etapa inicial de enriquecimiento de la PCR, este procedimiento contintda con el protocolo de
deteccion de LDR-gPCR con prevencion de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas
a través de la secuencia de la unién de la ligadura.

La Figura 152 ilustra una variacién de la Figura 151, donde las sondas LDR en direccién 5'y en la direccion 3' contienen
porciones especificas de los cebadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'- UniTaq Ci' y porciones especificas de las secuencias
marcadoras. Después de la ligadura, los productos se diluyen y distribuyen entre pocillos que contienen cebadores
especificos de UniTaq del formato UniTaq Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq A, y la sefial generada en la PCR se detecta
mediante un instrumento de PCR en tiempo real.

La Figura 153 ilustra una variacion de la Figura 151, donde los productos de la PCR se han capturado sobre un soporte
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sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se
hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para deteccion.

La Figura 156 ilustra una variacion de la Figura 50, donde los productos de la PCR se amplificaron selectivamente
usando cebadores en direccidon 5' especificos de locus que comprenden también porciones de secuencias en 5'
complementarias de la secuencia sin metilar tratada con bisulfito de la hebra superior que permite la formacién de
bucles en horquilla tras su extension, y cebadores en direccion 3' especificos de locus. Después de la hibridacion
especifica de la diana, la ARNasaH elimina la base de ARN para liberar un grupo 3 OH adecuado para la extension
de la polimerasa. Se llevo a cabo la PCR con una polimerasa que carecia de nucleasa en 5', 3' nucleasa, y actividad
de desplazamiento de cadena. (i) La desnaturalizacion de la hebra inferior no metilada tratada con bisulfito da como
resultado un bucle en horquilla con correspondencia perfecta en el extremo 3', que se extiende mediante la polimerasa
para formar una region en horquilla mas larga. Esta no se desnaturaliza 72 °C y evita que el cebador en direccién 5'
genere una hebra superior de longitud completa. (i) La desnaturalizacion de la hebra inferior metilada tratada con
bisulfito da como resultado un bucle en horquilla con dos 0 mas emparejamientos incorrectos. Este no se extiende
mediante la polimerasa y, por tanto, se desnaturaliza a 72 °C, lo que permite que el cebador en direccién 5' genere la
hebra superior de longitud completa. (iii) La desnaturalizacion de la hebra superior da como resultado una horquilla en
el lado 5', que se desnaturaliza durante la etapa de extension de la PCR (72 °C), permitiendo que la polimerasa genere
una hebra inferior de longitud completa. La diferencia en la preferencia de extensién de la horquilla de los cebadores
en direccion 5' con (i) molde no metilado tratado con bisulfito y (ii) molde metilado tratado con bisulfito da como
resultado la amplificacién preferente del ADN mutante. Esta seleccion contra la amplificacion de la diana no metilada
tratada con bisulfito se produce para cada ciclo de la PCR, enriqueciendo por tanto las dianas metiladas tratadas con
bisulfito. Tras la etapa inicial de enriquecimiento de la PCR, este procedimiento contintia con el protocolo de deteccién
de LDR-g PCR con prevencién de arrastres. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través
de la secuencia de la union de la ligadura.

La Figura ilustra una variacion de la Figura 148, donde los productos de la PCR se han capturado sobre un soporte
sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se
hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET adecuada para deteccion.

Las sondas LDR en direccion 5' y los cebadores de la PCR pueden contener también una base de ARN, 4 bases
adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. A continuacion, se afiade ARNasaH2 a la reaccion. Esto garantiza
que no se forman productos independientes del molde. n algunos disefios, un sitio de restriccion sensible a metilacion
esta en direccion 3' desde el extremo 3' del cebador de la PCR, de manera que la escisién con la enzima elimina el
grupo bloqueante.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccion de ligadura usando quinasa termofila
de fago (derivada del bacteriéfago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion de la LDR debera ser tan corta cono sea posible (por ejemplo, 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa termofila no es totalmente termoestable -o solo se preincuba a 65 °C durante 15 minutos
para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Como alternativa, el lado 5' del cebador en 3' puede contener
una base, la misma que la base en 3' discriminante del cebador en direccion 5', dicha base se elimina mediante la
actividad nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una
ligadura posterior.

La Figura 53 ilustra una variacion de la Figura 50, donde los productos de la PCR se distribuyen (multiplexado
espacial), y a continuacion se someten a una segunda PCR anidada usando una sonda TagMan™ asi como un
oligonucledtido bloqueante para limitar la amplificacion del ADN no metilado convertido con bisulfito.

La Figura 151 158 ilustra una variacion de la Figura 45, donde los productos de la PCR primarios se detectan
directamente usando cebadores anidados especificos de locus y sondas TagMan™ internas. Los productos de la PCR
incorporan dU y estan sin metilar, lo que permite la prevencion de arrastres.

Ejemplo tedrico 3- Deteccion de alta sensibilidad de la translocacion génica o variacion en el sitio de corte y
empalme del ARNm aislado del ARNm plasmatico total, exosomas, células tumorales en circulacién (CTC) o
células sanguineas totales que contienen CTC.

Revision de la estrategia: Esta estrategia depende de la fidelidad de tres enzimas: (i) La transcriptasa inversa y una
copia fiel de un nimero de copias bajo de transcritos de ARN anémalos en la muestra inicial, (ii) La polimerasa Taq
para amplificar proporcionalmente el ADNc, y (iii) la ligasa termoestable que discrimina los cebadores que se hibridan
adyacentes entre si. Una vez que se ha producido el evento de ligadura, dichos productos se amplificaran en una
etapa posterior de amplificacion por PCR en tiempo real y, por tanto, esta es la etapa discriminatoria clave.

Una ventaja de utilizar la LDR es que puede discriminar un evento de translocacion independientemente de los puntos
de rotura precisos. Ademas, cuando una translocacion o un corte y empalme alternativo crean nuevas uniones exén-
exon, la LDR es muy idonea para distinguir con precision estas uniones, con precision de las bases exactas en las
uniones.
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Existen al menos dos fuentes de transcritos que tienen un corte y empalme anémalo en los tumores. Los tumores
pueden experimentar una desregulacion global de la expresion génica mediante una hipometilacion global. Una
consecuencia de la hipometilacion es la degradacion del control de los sitios de inicio de la transcripcion en las regiones
promotoras, lo que permite secuencias alternativas en el extremo 5' de los transcritos. Dichas secuencias lider con un
corte y empalme alternativo se pueden identificar y cuantificar posteriormente usando ensayos con LDR. Una segunda
fuente de transcritos que tienen corte y empalme alternativo surge de una desregulacion de la maquinaria de corte y
empalme. Algunos de estos transcritos se traducen a proteinas que facilitan o incluso impulsan el crecimiento tumoral.
De nuevo, estos transcritos que tienen un corte y empalme alternativo se pueden identificar y cuantificar posteriormente
usando ensayos con LDR, incluido proporcionar niveles relativos tanto del transcrito anémalo como del natural en la
misma reaccioén de LDR.

Para proteger contra la contaminacion por arrastre, se afiadi6 UNG a la reaccion antes de la activacion de la
polimerasa, y se llevd a cabo la amplificacion inicial de la PCR con dUTP. Las sondas de la LDR comprenden las
bases naturales, por tanto, el producto de la LDR es ahora resistente a la digestion con UNG en la segunda etapa de
la PCR en tiempo real. Sefalar que los productos de la LDR contienen marcadores o secuencias UniTaq en sus
extremos sin ligadura, que estan ausentes en el ADN diana, por tanto, el arrastre accidental de productos de la LDR
no da como resultado una amplificacion a gran escala. A diferencia de la PCR, un producto de LDR inicial no es
sustrato de una segunda reaccion de la LDR.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia para la deteccion de alta sensibilidad de la variacion
por translocacion o corte y empalme alternativo del ARNm:

1. Uso de cebadores de la PCR con colas universales, de tal manera que, si se forma cualquier cebador dimérico
independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la amplificacién adicional.

2. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccion inicial de la PCR.

3. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccién 5'.

4. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

5. Uso de UNG para evitar la contaminacioén por arrastre de la reaccion de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de translocacion génica o variacion de corte y
empalme en el ARNm

3.1. a. Incubar ARNm aislado (u once acidos nucleicos aislados toales) en presencia de UNG (37 °C, 15-30
minutos, para evitar el arrastre), dUTP y otros dNTP, transcriptasa inversa MMLV, AmpliTaq Gold, y cebadores
especificos del transcrito. (la transcriptasa inversa MMLV se puede disefiar mediante ingenieria genética para
sintetizar ADNc a 50-60 °C, a partir del ARN de entrada total (Invitrogen Superscript lll). Como alternativa, se han
disefiado mediante ingenieria genética polimerasas ADN polimerasas Tth o Tma para mejorar su actividad de
transcriptasa inversa (puede necesitar la adicion del cofactor Mn). Por ultimo, la ADN polimerasa PyroPhage 3173
termofilica tiene actividad tanto de desplazamiento de cadena como de transcripcion inversa, y también puede ser
de utilidad). Esta mezcla de reaccién de la PCR del ADN gendmico inicial es adecuada para una amplificacion por
PCR con transcripcion inversa multiplexada en 12, 24, 48, o 96 pocillos individuales (multiplexado espacial), o en
un unico pocillo. Tras la extension de los cebadores inversos sobre sus transcritos de ARN analogos para generar
ADNCc, inactivar las transcriptasas inversas UNG y MMLV, y activar AmpliTag Gold (94 °C, 5-10 minutos) y
amplificar mediante PCR multiplexada los fragmentos que contienen transcritos para un numero limitado de ciclos
(94 °C, 10 s,60 °C 30 s, 72 °C 30 s durante 16-20 ciclos). Los cebadores de la PCR se han disefiado para tener
valores de la Tm alrededor de 64-66 °C, y que se hibriden sélidamente, incluso cuando se usan a concentraciones
10 a 50 veces por debajo de la norma para la PCR uniplexada (10 nM a 50 nM cada cebador). Los ciclos se limitan
a retener el equilibrio relativo de los productos de la PCR unos con respecto a otros, mientras se siguen
amplificando secuencias con baja abundancia de aproximadamente 100.000 a 1.000.000 de veces. Tras la
amplificacion por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq (incubando a 99 °C durante 30 minutos.)

3.1.b. Anadir ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D) suplementada con tampdn para condiciones
de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5' y en direccién 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de cada,
las sondas en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o fosforilarse con quinasa en todo el volumen antes
de las reacciones; las sondas en direccién 5' comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por la
secuencia especifica del transcrito. Las sondas en direccién 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido
por una secuencia especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C,
10 s, 60 °C 4-5 minutos). Esto permitira que se produzcan eventos de ligadura sobre los productos de la PCR del
ADNCc si esta presente la unién exén-exén deseada. Para la deteccidn de translocaciones donde la unién precisa
es desconocida, se utilizan tres sondas de la LDR. La una o varias sondas intermedias contienen secuencias
complementarias de las regiones conocidas en direccion 5' y 3' de los (diversos) transcritos de corte y empalme.
Las sondas en direccion 5' y 3' contienen marcadores como se ha descrito anteriormente para permitir la posterior
amplificacion mediante UniTaq o TagMan™ vy la deteccién de los productos de ligadura deseados.

3.1,c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de
la PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la
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prevencion de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia
a través de la union de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de las sondas de LDR serian
UniAi y UniCi respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniTaq Ai - Exén en direccion 5' - Union del exén
en direccién 3' - UniTaqg Ci'

Para que los productos que utilizan tres sondas de la LDR detecten transcritos con uniones desconocidas, se formara
el siguiente producto: UniTaq Ai - Exdn en direccién 5' - Secuencia puente - Exén en direccion 3' - UniTaq Ci'

La Figura 54 ilustra una vision general del enfoque para usar la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastres para
detectar translocaciones al nivel de ARNm. Se muestra una ilustracion de la translocaciéon entre dos genes, con el
entrecruzamiento que permite a los exones 1, 2 o 3 del gen en direccion 5' fusionarse con el exén b del gen en direccion
3'. Se disefian sondas de la LDR para detectar todas las posibles uniones entre exones (1-b, 2-b y 3-b).

La Figura 55 ilustra una ampliacion de la deteccion de la translocacion (vision general en la Figura 54) en un gen de
fusion que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-qPCR con prevencién de arrastres. Los cebadores de la
transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de
la unién de la ligadura.

La Figura 56 ilustra una variacion de la Figura 55, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando cebadores UniTaq
marcados de forma fluorescente.

La Figura 57 ilustra una variacion de la Figura 55, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte solido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
adecuada para deteccion.

La Figura 58 ilustra una visién general del enfoque para usar la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastres para
detectar corte y empalme alternativo. Se ilustran un ejemplo de ARNm normal (1-2-3a-4) y una variante de corte y
empalme alternativo (1-2-3b-4). Se disefian sondas de la LDR para detectar tanto la variante normal como la variante
de corte y empalme alternativo (3a-4 y 3b-4).

La Figura 59 ilustra una ampliacién de la detecciéon de la variante de corte y empalme alternativo (vision general en la
Figura 58) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion de arrastres. Los cebadores
de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ marcadas de forma distinta
disefiadas a través de las secuencias de la unién de la ligadura, para los transcritos normales 3a-4 (F1), y para la
variante de corte y empalme alternativo 3b-4 (F2).

La Figura 60 ilustra una variacion de la Figura 59, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaqg Ai o UniTaqg Aj y UniTaq Bi-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando los
cebadores UniTag marcados de forma fluorescente F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai y F2-UniTaq Bi - Q - UniTaq Aj para
detectar las sefales F1y F2, que representan el transcrito normal 3a-4, y la variante de corte y empalme alternativo
3b-4, respectivamente.

La Figura 61 ilustra una variacion de la Figura 59, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 y F2 adecuada para deteccion, que representan el transcrito normal 3a-4, y la variante de corte y empalme
alternativo 3b-4, respectivamente.

La Figura 62 ilustra una ampliacion de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo de bajo nivel (vision
general en la Figura 58) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-q PCR con prevencion de arrastres.
Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores, y estan disefiados para amplificar solamente el transcrito minoritario
que contiene la unién 3b-4. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia
de la unién de la ligadura para la variante de corte y empalme alternativo minoritaria 3b-4.

La Figura 63 ilustra una variacion de la Figura 62, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de F1, que representa la variante de
corte y empalme alternativo 3b-4 de baja abundancia.

La Figura 64 ilustra una variacion de la Figura 62, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
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complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 adecuada para deteccion, que representa la variante de corte y empalme alternativo 3b-4 de baja abundancia.

La Figura 65 ilustra una vision general del enfoque para usar la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastres para
detectar corte y empalme alternativo, con un sitio de inicio alternativo para el primer exén. Se muestra una ilustracion
de los ARNm normal (1-2-3) y variante de corte y empalme alternativo (1a-2-3). Se disefian sondas de la LDR para
detectar tanto la variante normal como la variante de corte y empalme alternativo (1-2 y 1a-2).

La Figura 66 ilustra una ampliacién de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo (vision general en la
Figura 65) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-gPCR con prevencioén de arrastres. Los cebadores
de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ marcadas de forma distinta
disefiadas a través de las secuencias de la union de la ligadura, para el transcrito normal 1-2 (F1), y para la variante
con el sitio de inicio alternativo 1a-2 (F2).

La Figura 67 ilustra una variacion de la Figura 66, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaqg Ai o UniTaqg Aj y UniTaq Bi-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando los
cebadores UniTag marcados de forma fluorescente F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai y F2-UniTaq Bi - Q - UniTaqg Aj para
detectar las sefales F1 y F2, que representan el transcrito normal 1-2, y la variante con sitio de inicio alternativo 1a-2,
respectivamente.

La Figura 68 ilustra una variacion de la Figura 66, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1y F2 adecuada para deteccion, que representan el transcrito normal 1-2, y la variante con sitio de inicio alternativo
1a-2, respectivamente.

La Figura 69 ilustra una ampliacion de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo de bajo nivel (vision
general en la Figura 58) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-q PCR con prevencion de arrastres.
Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores, y estan disefiados para amplificar solamente el transcrito minoritario
que contiene la unién 1a-2. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia
de la unién de la ligadura para la variante de sitio de inicio alternativo 1a-2.

La Figura 70 ilustra una variacion de la Figura 69, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de F1, que representa la variante de
sitio de inicio alternativo 1a-2 de baja abundancia.

La Figura 71 ilustra una variacion de la Figura 69, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 adecuada para deteccion, que representa la variante de sitio de inicio alternativo 1a-2 de baja abundancia.

La Figura 72 ilustra una vision general del enfoque para usar la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastres para
detectar corte y empalme alternativo con delecion de exones. Se ilustran un ejemplo de ARNm normal (e1-e2-e3-e4-
e5) y una variante de corte y empalme alternativo (e1-e2-e3-e5). Se disefian sondas de la LDR para detectar tanto la
variante normal como la variante de corte y empalme alternativo (e4-e5 y e3-e5) con delecion de exones.

La Figura 73 ilustra una ampliacion de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo (con delecion de
exones) (visioén general en la Figura 58) que utiliza el protocolo deteccién basico RT-PCR-LDR-q PCR con prevencion
de arrastres. Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-
11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™
marcadas de forma distinta disefiadas a través de las secuencias de la unién de la ligadura, para el transcrito normal
e4-e5 (F1), y para la variante de corte y empalme alternativo con delecion de exones e3-e5 (F2).

La Figura 74 ilustra una variacion de la Figura 73, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaqg Ai o UniTaqg Aj y UniTaq Bi-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando los
cebadores UniTag marcados de forma fluorescente F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai y F2-UniTaq Bi - Q - UniTaqg Aj para
detectar las sefiales F1 y F2, que representan el transcrito normal e4-e5, y para la variante de corte y empalme
alternativo con delecién de exones e3-e5, respectivamente.

La Figura 75 ilustra una variacion de la Figura 73, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1y F2 adecuada para deteccion, que representan el transcrito normal e4-e5, y para la variante de corte y empalme
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alternativo con delecién de exones e3-e5, respectivamente.

La Figura 76 ilustra una ampliacion de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo (con delecion de
exones) de bajo nivel (vision general en la Figura 58) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-q PCR
con prevencion de arrastres. Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores, y estan disefiados para amplificar
solamente el transcrito minoritario que contiene la unién e3-e4 mediante el uso de un oligonucledtido bloqueante con
la secuencia e4 para suprimir la amplificaciéon del transcrito natural. Los productos se detectan usando sondas
TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de la union de la ligadura para la variante de corte y empalme alternativo
con delecién de exones poco abundante e3-e5.

La Figura 77 ilustra una variacion de la Figura 76, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de F1, que representa la variante de
corte y empalme alternativo con delecion de exones de baja abundancia e3-e5.

La Figura 78 ilustra una variacion de la Figura 76, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 adecuada para deteccion, que representa la variante de corte y empalme alternativo con delecion de exones de
baja abundancia e3-e5.

La Figura 79 ilustra una visién general del enfoque para usar la reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastres para
detectar corte y empalme alternativo con insercion de intrones. Se muestra un ejemplo de ARNm normal (e1-e2-e3-
e4-e5) y una variante de corte y empalme alternativo (el documento e1, i1-e2-e3-e4-e5). Se disefian sondas de la LDR
para detectar tanto la variante normal como la variante de corte y empalme alternativo con insercién de intrones(e1-
e2eil-e2).

La Figura 80 ilustra una ampliacién de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo (vision general en la
Figura 79) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-PCR en tiempo real con prevencion de arrastres.
Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ marcadas de
forma distinta disefiadas a través de las secuencias de la unioén de la ligadura, para el transcrito normal e1-e2 (F1), y
para la variante de corte y empalme alternativo con insercién de intrones i1-e2 (F2).

La Figura 81 ilustra una variacion de la Figura 80, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaqg Ai o UniTaqg Aj y UniTaq Bi-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando los
cebadores UniTag marcados de forma fluorescente F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai y F2-UniTaq Bi - Q - UniTaqg Aj para
detectar las sefiales F1 y F2, que representa el transcrito normal e1-e2, y para la variante de corte y empalme
alternativo con insercién de intrones i1-e2, respectivamente.

La Figura 82 ilustra una variacion de la Figura 80, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sdlido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 y F2 adecuada para deteccioén, que representa el transcrito normal e1-e2, y para la variante de corte y empalme
alternativo con insercién de intrones i1-e2, respectivamente.

La Figura 83 ilustra una ampliacion de la deteccion de la variante de corte y empalme alternativo (con insercion de
intrones) de bajo nivel (vision general en la Figura 79) que utiliza el protocolo deteccion basico RT-PCR-LDR-qPCR
con prevencion de arrastres. Los cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores, y estan disefiados para amplificar
solamente el transcrito minoritario que contiene la unién i1-e2. Esto se puede conseguir (i) digiriendo los acidos
nucleicos con ADNasa1 pancreatica, para digerir todo el ADN genémico mientras se deja el ARNm intacto, o (ii) usando
conjuntos de cebadores que también amplian el intron i2, por ejemplo, por transcripcion inversa desde e3, en presencia
del cebador blogueante a i2. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia
de la unién de la ligadura para la variante de corte y empalme alternativo minoritaria con insercion de intrones i1-e2.

La Figura 84 ilustra una variacion de la Figura 83, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de F1, que representa la variante de
corte y empalme alternativo con insercion de intrones de baja abundancia i1-e2.

La Figura 85 ilustra una variacion de la Figura 83, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
F1 adecuada para deteccion, que representa la variante de corte y empalme alternativo con insercién de intrones de
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baja abundancia i1-e2.

Cuando se utilizan sondas de la LDR que contienen UniTagq, tienen el siguiente formato: las sondas en direccién 5'
comprenden una etiqueta en 5', tal como UniTagAi seguido por la secuencia especifica de diana. Las sondas en
direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una secuencia especifica de diana, y una etiqueta
en 3', tal como UniTaq Bi' - UniTaq Ci'.

Los productos de la LDR se pueden detectar usando cebadores especificos de UniTaqg que tienen el formato UniTaq
Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTag Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q).
En estas condiciones, se formara el siguiente producto:

F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Exén en direccién 5' - Unién del exén en direccion 3' - UniTaq Bi' - UniTaqg Ci'

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaqg Ci', la actividad exonucleasa 5'->3' de la polimerasa
digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Para que los productos que utilizan tres sondas de la LDR detecten transcritos con uniones desconocidas, se formara
el siguiente producto: F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Ex6n en direccion 5' - Secuencia de puente - Exén en direccion
3'-UniTaq Bi' - UniTaq Ci'

Uno de los cebadores de la PCR iniciales o de las sondas de la LDR en direccién 5' también puede contener una base
de ARN, 4 bases adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. se aflade ARNasaH2 a la reaccion después de
la etapa de transcripcion inversa para la PCR, y/o durante la reaccion de la LDR. Esto garantiza que no se forman
productos independientes del molde.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccion de ligadura usando quinasa termofila
de fago (derivada del bacteri6fago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion de la LDR debera ser tan corta cono sea posible (por ejemplo, 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa termofila no es totalmente termoestable -o solo se preincuba a 65 °C durante 15 minutos
para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Como alternativa, el lado 5' de la sonda en 3' puede contener
una base, la misma que la base en 3' discriminante del cebador en direccion 5', dicha base se elimina mediante la
actividad nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una
ligadura posterior.

Ejemplo tedrico 4 - Cuantificacion precisa de los cambios en el nimero de copias especifico de tumor en el
ADN aislado de células tumorales en circulacion

Revision de la estrategia: Puesto que puede haber solamente unas pocas CTC presentes en la muestra purificada, es
importante utilizar la multiplexacién espacial para contar con precisién cada copia cromosémica de la muestra. Esta
estrategia depende de la fidelidad de dos enzimas: (i) La polimerasa Taq copia fielmente un bajo nivel de copias de
regiones de ADN en la muestra inicial, y (ii) la ligasa que discrimina los cebadores que se hibridan adyacentes entre
si. Una vez que se ha producido el evento de ligadura, dichos productos se amplificaran en una etapa posterior de
amplificacion por PCR en tiempo real y, por tanto, esta es la etapa discriminatoria clave.

Para proteger contra la contaminacion por arrastre, se afiadi6 UNG a la reaccion antes de la activacion de la
polimerasa, y se llevd a cabo la amplificacion inicial de la PCR con dUTP. Las sondas de la LDR comprenden las
bases naturales, por tanto, el producto de la LDR es ahora resistente a la digestion con UNG en la segunda etapa de
la PCR en tiempo real. Sefalar que los productos de la LDR contienen marcadores o secuencias UniTaq en sus
extremos sin ligadura, que estan ausentes en el ADN diana, por tanto, el arrastre accidental de productos de la LDR
no da como resultado una amplificacion a gran escala. A diferencia de la PCR, un producto de LDR inicial no es
sustrato de una segunda reaccion de la LDR.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia utilizando tanto cebadores de la PCR como
cebadores de la LDR para la determinacion de la deteccion del nimero de copias en regiones especificas:

1. Uso de cebadores de la PCR con colas universales, de tal manera que si se forma cualquier cebador dimérico
independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la amplificaciéon adicional.

2. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccion inicial de la PCR.

3. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccion 5'.

4. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

5. Uso de UNG para evitar la contaminacién por arrastre de la reaccién de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para una cuantificacion precisa de los cambios en el nimero de copias especifico de
tumor en el ADN o ARN aislado de células tumorales en circulacion.
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4.1.a. Incubar el ADN gendmico en presencia de UNG (37 °C, 15-30 minutos, para evitar el arrastre), dUTP y otros
dNTP, AmpliTaq Gold, y cebadores especificos de genes que contienen colas universales, de tal manera que si se
forma cualquier cebador dimérico independiente de diana, el producto incorrecto formara una horquilla que inhibira la
amplificacion adicional. Esta mezcla de reaccion de la PCR del ADN genémico inicial se distribuye entre 12, 24, 48 o
96 pocillos individuales (multiplexado espacial) para multiplexar la amplificacion por la PCR. Desnaturalizar el ADN
genodmico procedente del plasma, inactivar UNG, y activar AmpliTag Gold (94 °C, 5-10 minutos) y amplificar mediante
PCR multiplexada las regiones cromosémicas para un numero limitado de ciclos (94 °C, 10s, 60 °C 30s,72°C 30 s
durante 12-20 ciclos). Los cebadores de la PCR se han disefiado para tener valores de la Tm alrededor de 64-66 °C,
y que se hibriden soélidamente, incluso cuando se usan a concentraciones 10 a 50 veces por debajo de la norma para
la PCR uniplexada (10 nM a 50 nM cada cebador). Los ciclos se limitan a retener el equilibrio proporcional de los
productos de la PCR unos con respecto a otros, mientras se siguen amplificando secuencias con baja abundancia de
aproximadamente 100.000 a 1.000.000 de veces. Tras la amplificacién por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq
(incubando a 99 °C durante 30 minutos.)

4.1.b. Ahadir ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D) suplementada con tampén para condiciones
de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5' y en direccion 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de cada, las
sondas en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o tratamiento con quinasa en todo el volumen antes de las
reacciones; Las sondas en direccion 5' comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por la secuencia
especifica de diana. Las sondas en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una secuencia
especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C, 10 s, 60 °C 4-5 minutos).
Esto permitira que se produzcan eventos de ligadura en los productos de la PCR si esta presente el ADN cromosoémico.

4.1.c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de la
PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la prevencion
de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia a través de la
unién de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de los cebadores de LDR serian UniAi y UniCi
respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniAi - Regidon cromosomica diana - UniCi'

La Figura 86 ilustra la enumeracion del nimero de copias de ADN con multiplexacion espacial (véanse la Figuras 6-
9), usando el protocolo de deteccion PCR-LDR-g PCR basico con prevencion de arrastres. Los cebadores de la PCR
iniciales especificos de gen contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. Los
productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de la union de la ligadura para
cada regién cromosomica, y se enumera el nimero de copias totales.

La Figura 87 ilustra una variacion de la Figura 86, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de cada regiéon cromosémica, y se
enumera el nimero de copias totales.

La Figura 88 ilustra una variacion de la Figura 86, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido (véanse las Figuras 19-23). Las sondas de la LDR se han
disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas
entre si, generando una sefial FRET adecuada para detectar cada region cromosémica, y enumerar el nimero de
copias totales.

La Figura 89 ilustra la enumeracion del nimero de transcritos de ARNm con multiplexacion espacial (véanse la Figuras
10-13), usando el protocolo de deteccion PCR-LDR-gqPCR con transcripcién inversa con prevencion de arrastres. Los
cebadores de la transcripcion inversa iniciales especificos de gen y de la PCR contienen colas de 8-11 bases idénticas
para prevenir dimeros de cebadores. Los productos se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la
secuencia de la union de la ligadura para cada transcrito de ARNm, para permitir una enumeracion precisa.

La Figura 90 ilustra una variacion de la Figura 89, donde las sondas de la LDR en direccién 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de cada transcrito de ARNm, para
permitir una enumeracion precisa.

La Figura 91 ilustra una variacion de la Figura 89, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sdlido (véanse las Figuras 24-28). Las sondas de la LDR se han
disefiado para contener secuencias complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas
entre si, generando una sefial FRET adecuada para detectar cada transcrito de ARNm, para permitir una enumeracion
precisa.

Como ejemplo de multiplexacion espacial entre 48 pocillos, considérese ADN aislado de 12 CTC, con sondas
preparadas para varias regiones de copia de valor prondstico o terapéutico, tales como la pérdida de heterocigosidad
del brazo cromosémico 8p (LOH en 8p; predice el peor resultado), o la amplificacion del gen de Her2 en 17912 (predice
la sensibilidad a la terapia con herceptina). Se pueden utilizar multiples sondas de la PCR para determinar el nimero
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de copias a través del genoma, con pares adicionales en puntos focales conocidos por experimentar una amplificacion
significativa. Para este ejemplo, las regiones diploides del genoma producirian sefial a partir de las 24 copias (es decir,
2 x 12 células), un evento LOH en 8p produciria 12 copias y, por ejemplo, si el gen de Her2 se amplificara 8 veces,
esto produciria sefal de las 96 copias (es decir 8 x 12). La distribuciéon de Poisson probable (Figuras 31 & 32) muestra
que la region LOH tendra una distribucién de aproximadamente (pocillos: moléculas) (38:0; 10:1; 1:2) para 12
moléculas, las regiones diploides tendran una distribucion de aproximadamente (29:0; 15:1; 4:2; 1:3) para 24
moléculas, mientras que la region amplificada tendra una distribucion de aproximadamente (6:0; 13:1; 13:2; 9:3; 4:4;
2:5; 1:6) para 96 moléculas. Se observa que si una region ha experimentado solamente una amplificacién leve, por
ejemplo, de 2 copias por célula a 3 copias, las regiones trisomicas tendran una distribucion de aproximadamente (23:0;
17:1; 6:2; 2:3) para 36 moléculas y, por tanto, se podran distinguir de las regiones diploides. Como antes, incluso
aunque la sefial LDR de TagMan™ sea tan variable como para dificultar la distincién entre las sefiales de alto nivel,
siempre que la sefal esté lo suficientemente limpias como para distinguir 0, 1 y 2 moléculas iniciales (representada
cono valores de Ct de LDR-TagMan™ de 12,5, 10 y 9, o sefales de la LDR de aproximadamente 1.000, 5.000, y
10.000, respectivamente), esta estrategia no tendra problemas para distinguir y enumerar regiones que han
experimentado LOH, regiones que sean diploides, y regiones que hayan experimentado amplificacion. La CT o la sefial
fluorescente es lo suficientemente variable como para distinguir solamente entre 0 y 1 o mas moléculas cromosomicas
iniciales, dadas 24 copias de cromosomas diploides en un minimo de 48 pocillos, esta estrategia deberia distinguir y
enumerar regiones que han experimentado LOH, regiones que sean diploides, y regiones que hayan experimentado
amplificacion.

Para muestras de ADNIc con mayor carga de ADN tumoral o con ARNm o miARN, donde la diana inicial esta presente
en cantidades mayores, la sefial de LDR sera proporcionalmente mas intensa. También se puede conseguir un
intervalo dinamico grande de moléculas iniciales mediante el uso de una estrategia diferente para diluir la sefial inicial.
Por ejemplo, después de una etapa de transcripcion inversa para el ARNm aislado de los exosomas, en lugar de dividir
la muestra equitativamente entre 48 pocillos, la muestra se distribuye entre 10 alicuotas, las 8 primeras se distribuyen
entre pocillos, y una de las alicuotas remanentes se diluye entre 10 alicuotas, donde 8 se distribuyen entre pocillos,
etc. Esto permite 6 6érdenes de magnitud de dilucion: (es decir 8 x 6 = 48). El estudio de las distribuciones de Poisson
muestra que siempre que 1 pocillo de la ultima dilucion represente 0 moléculas, un conjunto dado de 8 pocillos puede
proporcionar una estimaciéon semicuantitativa de las moléculas iniciales para un intervalo dinamico de 2 érdenes de
magnitud, de 1 a 128 moléculas, incluso aunque la lectura de la LDR solamente necesite proporcionar un intervalo
dinamico de 20 veces, o un intervalo Ct de 4-5 (véanse las Figuras 33-37 que muestran la distribucion de Poisson de
1 a 128 moléculas en 8 pocillos). Puesto que las diluciones son solo de 10 veces, se pueden usar al menos 2 conjuntos
de 8 pocillos para determinar el nimero de moléculas originales de multiples transcritos diferentes de la muestra,
incluso aunque algunas moléculas de ARNm estuvieran en aproximadamente 10 moléculas, mientras que otras
estuvieran en aproximadamente 1 x 10® moléculas.

Se puede usar la misma estrategia para cuantificar las copias de ARN, pero se afade la transcriptasa inversa en la
primera etapa, y la distribucién espacial de la mezcla de reaccion inicial puede ser por diluciéon y distribucion, como se
ha detallado anteriormente.

Cuando se utilizan sondas de la LDR que contienen UniTagq, tienen el siguiente formato: las sondas en direccién 5'
comprenden una etiqueta en 5', tal como UniTagAi seguido por una secuencia especifica de diana con un
emparejamiento incorrecto C:A o G:T en la 32 o penultima base, la mutacion base en el extremo 3', seguido por una
base de ARN y 4 bases de ADN mas que se emparejan con la diana, y un grupo separador-bloqueante C3. Las sondas
en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una secuencia especifica de diana, y una etiqueta
en 3', tal como UniTaq Bi' - UniCi'.

Los productos de la LDR se pueden detectar usando cebadores especificos de UniTaq que tienen el formato UniTaq
Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTag Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q).
En estas condiciones, se formara el siguiente producto:

F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Regién cromosémica diana - UniTaq Bi' - UniTaq Ci'

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaqg Ci', la actividad exonucleasa 5'->3' de la polimerasa
digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Uno de los cebadores de la PCR iniciales (con ARN) o ambos cebadores de la PCR iniciales (con ADN) o las sondas
LDR en direccion 5' también pueden contener una base de ARN, 4 bases adicionales y un grupo blogueante en el
extremo 3'. Cuando se cuantifican las copias de ADN, se afiade ARNasaH2 a la reaccion de la PCR, y/o a la reaccion
de la LDR. Cuando se cuantifica el ARN, se afiade ARNasaH2 a la reaccion después de la etapa de transcripcion
inversa de la PCR, y/o a la reaccion de la LDR. Esto garantiza que no se forman productos independientes del molde.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccion de ligadura usando quinasa termofila
de fago (derivada del bacteri6fago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion de la LDR debera ser tan corta cono sea posible (por ejemplo 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa terméfila no es totalmente termoestable -o solo se preincuba a 65 °C durante 15 minutos
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para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Como alternativa, el lado 5' del cebador en 3' puede contener
una base, la misma que la base en 3' discriminante del cebador en direccion 5', dicha base se elimina mediante la
actividad nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una
ligadura posterior.

Ejemplo tedrico 5 - Cuantificacion precisa de cambios en el miARN, ARNInc o ARNm a partir de exosomas
aislados o a partir de células tumorales en circulacion

Revision de la estrategia: Esta estrategia depende de la fidelidad de dos enzimas: (i) La transcriptasa inversa y la
polimerasa Taq copian fielmente un bajo nivel de copias de miARN en la muestra inicial, y (ii) la ligasa que discrimina
las sondas que se hibridan adyacentes entre si. Una vez que se ha producido el evento de ligadura, dichos productos
se amplificaran en una etapa posterior de amplificacion por PCR en tiempo real y, por tanto, esta es la etapa
discriminatoria clave.

El microARN( miARN) se ha identificado como un marcador especifico de tejido de la presencia de tumores, su
clasificacion y su pronéstico. EI miARN se encuentra en el suero y el plasma bien en forma de complejos con proteinas
Ago2 o bien mediante encapsulacion como exosomas.

Para proteger contra la contaminacion por arrastre, se afiadio UNG a la reaccion antes de la transcripcion inversa con
MMLYV, y se llevd a cabo la amplificacion inicial de la PCR con dUTP. Las sondas de la LDR comprenden las bases
naturales, por tanto, el producto de la LDR es ahora resistente a la digestion con UNG en la segunda etapa de la PCR
en tiempo real. Sefalar que los productos de la LDR contienen marcadores o secuencias UniTag en sus extremos sin
ligadura, que estan ausentes en el miARN diana, por tanto, el arrastre accidental de productos de la LDR no da como
resultado una amplificacién a gran escala. A diferencia de la PCR, un producto de LDR inicial no es sustrato de una
segunda reaccion de la LDR.

Un bucle en horquilla especifico del miARN que contiene una region cebadora universal inversa y una region especifica
de miARN de 6-8 bases se hibrida con el extremo 3' del miARN y se extiende con MMLV en presencia de dUTP. En
las condiciones correctas, MMLV afiadira 2-3 nucleétidos C después del extremo 5' del molde de miARN en una
reaccion de extension independiente del molde.

Tras la generacion del ADNc inicial, afiadir un cebador inverso universal y un cebador directo con cola universal que
se hibridan con los 2-3 nucleodtidos C adicionales y de 12 a 14 bases especificas del miARN. Se utiliza la polimerasa
Taq para realizar 16-20 ciclos de amplificacion universal; el cebador inverso universal se sitia para eliminar la mayor
parte de la region de la horquilla durante la generacion del ADNc.

Para resumir los niveles de discriminacion de la anterior estrategia para la deteccion de alta sensibilidad del miARN:

1. Uso de UNG para evitar la contaminacion por arrastre de las reacciones de transcripcion inversa y de la PCR
iniciales.

2. Uso de la fidelidad de la ligadura en 3' de la ligasa termoestable en la sonda LDR en direccion 5'.

3. Uso de cebadores UniTaq o cebadores marcadores para amplificar los productos de la LDR para una lectura de
la PCR en tiempo real.

4. Uso de UNG para evitar la contaminacion por arrastre de la reaccion de la PCR en tiempo real.

Protocolo detallado para la deteccion de alta sensibilidad de miARN:

5.1.a. Incubar el miARN aislado (u once acidos nucleicos aislados toales) en presencia de UNG (37 °C, 15-30
minutos, para evitar el arrastre), dUTP y otros dNTP, transcriptasa inversa MMLV, AmpliTaq Gold, y cebadores
especificos del transcrito. Esta mezcla de reaccion de la PCR del ADN gendmico inicial es adecuada para una
amplificacion por PCR con transcripcion inversa multiplexada en 12, 24, 48, o 96 pocillos individuales (multiplexado
espacial), o en un Unico pocillo. Tras la extension de los cebadores inversos en horquilla sobre su miARN analogo
para generar ADNc, inactivar las transcriptasas inversas UNG y MMLV, y activar AmpliTag Gold (94 °C, 5-10
minutos) y amplificar mediante PCR multiplexada los fragmentos que contienen el transcrito usando cebadores
puente y cebadores marcadores Ti y Tj para un namero limitado de ciclos (94 °C, 10 s, 60 °C 30 s, 72°C 30 s
durante 16-20 ciclos). Tras la amplificacion por la PCR, se inactiva la polimerasa Taq (incubando a 99 °C durante
30 minutos.)

5.1.b. Anadir ligasa termoestable (preferentemente de la cepa AK16D) suplementada con tampén para condiciones
de ligadura optimizadas, y sondas de LDR en direccion 5' y en direccion 3' adecuadas (10 nM a 20 nM de cada,
las sondas en direccion 3' se pueden sintetizar con 5' fosfato, o tratamiento con quinasa en todo el volumen antes
de las reacciones; Las sondas en direccién 5' comprenden una etiqueta en 5', tal como UniAi seguido por la
secuencia especifica de diana. Las sondas en direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por
una secuencia especifica de diana, y una etiqueta en 3', tal como UniCi'. Realizar 20 ciclos de la LDR, (94 °C, 10
s, 60 °C 4-5 minutos). Esto permitirda que se produzcan eventos de ligadura en los productos de la PCR si esta
presente el ADN cromosoémico.

5.1.c. Abrir los tubos/pocillos, diluir (10 a 100 veces) y distribuir en alicuotas a los pocillos para las reacciones de

83



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784342 T3

la PCR en tiempo real, conteniendo cada pocillo la mezcla maestra TagMan™ adecuada con UNG para la
prevencion de arrastres y los siguientes cebadores: UniCi y UniAi, y una sonda TagMan™ que cubre la secuencia
a través de la union de la ligadura. En dichas condiciones, las secuencias marcadoras de las sondas de LDR serian
UniAi y UniCi respectivamente, y los productos tendrian la forma: UniAi - miARN en direccion 5' - Unién con el
miARN en direccion 3' - UniCi'

En una variacién del tema anterior, el oligonucleétido en horquilla se liga al extremo 3' del miARN de una forma
especifica de base, agregando una secuencia bucle artificial, que contiene un sitio de unién al cebador marcador (Tj).
Esto permite la extensién para copiar toda la secuencia del miARN, asi como iniciar una reaccién de la PCR utilizando
cebadores puente especificos de miARN (que comprenden (Ti) y secuencia especifica de miARN), y los dos cebadores
marcadores (Ti, Tj). El producto de la PCR es ahora adecuado para la posterior etapa de la LDR como se ha descrito
anteriormente.

La Figura 92 ilustra la deteccion del miARN, usando transcripcion inversa de un cebador en bucle, seguido por un
protocolo de la PCR con marcador cebador y puente con prevencion de arrastres. El posterior protocolo de deteccion
LDR-q PCR se utiliza con prevencién de arrastres. Los cebadores de la PCR especificos de miARN contienen colas
de 8-11 bases idénticas como parte de los cebadores marcadores para evitar los cebadores diméricos. Los productos
se detectan usando sondas TagMan™ disefiadas a través de la secuencia de la unién de la ligadura para cada miARN
detectado.

La Figura 93 ilustra una variacion de la Figura 92, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de cada miARN.

La Figura 94 ilustra una variacion de la Figura 92, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
adecuada para detectar cada miARN.

La Figura 95 ilustra la deteccion del miARN, usando la ligadura de un cebador en bucle directamente al miARN,
seguido por transcripcion inversa usando un cebador marcador complementario del bucle con prevencion de arrastres.
El procedimiento utiliza un cebador marcador y puente para deteccion por PCR-LDR-q PCR, con prevencion de
arrastres. Los cebadores de la PCR especificos de miARN contienen colas de 8-11 bases idénticas como parte de los
cebadores marcadores para evitar los cebadores diméricos. Los productos se detectan usando sondas TagMan™
disefiadas a través de la secuencia de la unién de la ligadura para cada miARN detectado.

La Figura 96 ilustra una variacion de la Figura 95, donde los cebadores de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de cada miARN.

La Figura 97 ilustra una variacion de la Figura 95, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
adecuada para detectar cada miARN.

La Figura 98 ilustra una variacion de la Figura 95, donde el cebador de la PCR en puente contiene una base de ARN,
4 bases adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. se afiade ARNasaH2 a la reaccion después de la etapa
de transcripcion inversa para desbloquear el cebador de la PCR. Esto garantiza que no se forman productos
independientes del molde.

La Figura 99 ilustra una variacion de la Figura 98, donde las sondas de la LDR en direccion 5' y 3' contienen
marcadores UniTaq Ai y UniTaq Bi'-UniTaq Ci' respectivamente, y los productos se detectan usando el cebador UniTaq
marcado con fluorescencia F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai para detectar la sefial de cada miARN.

La Figura 100 ilustra una variacion de la Figura 98, donde los productos de la PCR estan distribuidos (multiplexacion
espacial) y se han capturado sobre un soporte sélido. Las sondas de la LDR se han disefiado para contener secuencias
complementarias cortas que solamente se hibridan entre si cuando estan unidas entre si, generando una sefial FRET
adecuada para detectar cada miARN.

Cuando se utilizan sondas de la LDR que contienen UniTagq, tienen el siguiente formato: las sondas en direccién 5'
comprenden una etiqueta en 5', tal como UniTagAi seguido por la secuencia especifica de diana. Las sondas en
direccion 3' comprenden un extremo fosforilado en 5', seguido por una secuencia especifica de diana, y una etiqueta
en 3', tal como UniTaq Bi' - UniTaq Ci'.

Los productos de la LDR se pueden detectar usando cebadores especificos de UniTaqg que tienen el formato UniTaq
Ciy F1-UniTaq Bi - Q - UniTag Ai. (donde F1 es un colorante fluorescente que se inactiva mediante el Inactivador Q).
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En estas condiciones, se formara el siguiente producto:
F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai -miARN en direccién 5' - Union de miARN en direccion 3' - UniTaq Bi' - UniTaq Ci'

Esta construccion formara una horquilla, de tal forma que la secuencia UniTaq Bi se empareja con la secuencia UniTaq
Bi'. Cuando el cebador UniTaq Ci se une a la secuencia UniTaq Ci', la actividad exonucleasa 5'->3' de la polimerasa
digiere la secuencia UniTaq Bi, liberando el colorante fluorescente F1.

Para que los productos que utilizan tres sondas de la LDR detecten transcritos con uniones desconocidas, se formara
el siguiente producto: F1-UniTaq Bi - Q - UniTaq Ai - Ex6n en direccion 5' - Secuencia de puente - Exén en direccion
3'-UniTaq Bi' - UniTaq Ci'

Uno de los cebadores de la PCR iniciales o de las sondas de la LDR en direccién 5' también puede contener una base
de ARN, 4 bases adicionales y un grupo bloqueante en el extremo 3'. se afiade ARNasaH2 a la reaccion después de
la etapa de transcripcién inversa para la PCR, y/o durante la reaccion de la LDR. Esto garantiza que no se forman
productos independientes del molde.

Las sondas LDR en direccion 3' también se pueden fosforilar durante la reaccion de ligadura usando quinasa terméfila
de fago (derivada del bacteri6fago RM378 que infecta Rhodothermus marinus). En estas condiciones, la etapa de
desnaturalizacion de la LDR debera ser tan corta cono sea posible (por ejemplo, 94 °C o incluso menor durante 1
segundo), ya que la quinasa termofila no es totalmente termoestable -o solo se preincuba a 65 °C durante 15 minutos
para conseguir la fosforilacion completa del cebador. Como alternativa, el lado 5' de la sonda en 3' puede contener
una base, la misma que la base en 3' discriminante de la sonda en direccion 5', dicha base se elimina mediante la
actividad nucleasa 5' a 3' de la nucleasa Fen o la polimerasa Taq para liberar un fosfato en 5' adecuado para una
ligadura posterior.

Ejemplos empiricos - Deteccion de mutaciones relacionadas con el cancer y metilacion mediante PCR-LDR-
qPCR

Métodos generales para los ejemplos empiricos 1-4.

Las lineas de células usadas fueron: la linea de células HT-29 de adenocarcinoma de colon, que hospeda la mutacion
heterocigética V60OE (1799T>A) BRAF; la linea de células HEC-1 (A) de adenocarcinoma de endometrio, que hospeda
la mutacién heterocigética R248Q (743G>A) TP53 y la mutacion heterocigotica G12D (35G>A) KRAS; la linea de
células LS123 de adenocarcinoma de colon, que hospeda la mutacion heterocigética G12S (34G>A) KRAS; la linea
de células SW1463 de adenocarcinoma de colon, que hospeda la mutaciéon homocigética G12C (34G>T) KRAS; la
linea de células SW480 de adenocarcinoma de colon, que hospeda la mutacién homocigética G12V (35G>T) KRAS;
y la linea de células SW1116 de adenocarcinoma de colon, que hospeda la mutacion heterocigoética G12A (35G>C)
KRAS. Todas las lineas de células se sembraron en placas de cultivo de 60 cm? de medio 5a de McCoy que contenian
4,5 g/l de glucosa, suplementado con suero de feto de ternera al 10 % y se mantuvieron en una atmdsfera humidificada
que contenia CO; al 5 %. Una vez que las células alcanzaron un 80-90 % de confluencia se lavaron en solucién salina
tamponada con fosfato (x 3) y se recogieron mediante centrifugacion (500 x g). EI ADN se aisl6 usando el Kit DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen; Valencia, CA). La concentracion del ADN se determiné con Quant-iT Picogreen Assay Life
Technologies/ThermoFisher; Waltham, Ma). Se adquiri6 ADN gendémico humano (0,2 mg/ml) que contenia ADN
genomico de alto peso molecular (>50 kb) aislado de sangre humana (capa leucocitaria) (ADNhg de Roche) de Roche
(Indianapolis, IN). Se determino que su concentracion precisa era de 39 ng/ul mediante el kit de ensayo Quant-iT
PicoGreen dsDNA.

Se adquirié plasma humano (con K2 EDTA como anticoagulante) de donantes exentos de cancer, de 21-61 afos de
edad, de BioreclamationlVT (Nassau, NY). EI ADN se aisl6 de muestras de plasma individuales (5 ml) usando el Kit
de acidos nucleicos en circulaciéon QlAamp de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se cuantificé con Quant-
iT Picogreen Assay Life Technologies/ThermoFisher; Waltham, Ma).

Ejemplo empirico 1-Deteccion de la mutacion V600E (1799T>A) BRAF
En la Tabla 1 se relacionan todos los cebadores utilizados. Todos los cebadores se adquirieron de Integrated DNA

Technologies Inc. (IDT, Coralville, IA), salvo por el cebador iCDx-315-BRA_FFLW, que se adquirié de Exigon Inc.
(Woburn, MA).
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Tabla 1. Cebadores para deteccion mediante PCR-LDR-qPCR de la mutacion BRAF V600E
Nombre del cebador | Etapa | Secuencia de Cebador

{CDx-326- PCR | CCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAr

Braf_PF_WT_blk2 GCTAT/3SpC3/ (SEQ ID NO: 1)
PCR | GGTGTCGTGGTCAAAATGGATCCAGACAACT

GTTCAAAC (SEQ ID NO: 2)
iCDx-315-BRAF_FLW | PCR | /5Phos/GCTA+C+AG+T+G+AAAT+CTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 3)

LDR | TAGCGATAGTACCGACAGTCACGTCCTAAAT
AGGTGATTTTGGTCTAGCTACGGATGAAAC/3

iCDx-284-Br600-PR

iCDx-308-Br600_(3)-

L_Up_ Rm

SPC3/ (SEQ ID NO: 4)
iCDx-276-Br600- LDR | /5Phos/GAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATTT
L Dn_P GGTGTGCGGAAACCTATCGTCGA (SEQ ID NO: 5)
iCDx-277_A4 qPCR | TAGCGATAGTACCGACAGTCAC (SEQ ID NO: 6)
iCDx-279_C4 gqPCR | TCGACGATAGGTTTCCGCAC (SEQ ID NO: 7)
{CDx-281- 9PCR | 5' /56-TAMN/TA CGG AGA AAT CTC GAT GGA

Br600_(3)_Sonda

GTG GGT /3IAbRQS/ -3' (SEQ ID NO: 8)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador Fluorescente lowa Black ® en 3', gama especitral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG"
- base de ribonucleétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucleétido ribocitosina

Experimentos de dilucién. Se llevé a cabo la etapa de la PCR en una reaccién de 10 ul preparada afiadiendo: 1,58 pl
de agua exenta de nucleasa (IDT), 2 yl de tampdn Gotaq Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 0,8 ul de
MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 0,2 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno)
(Promega, Madison, WI), 0,25 ul de cebador directo iCDx-328-Braf_PF_WT_blk2 en 2 pM, 0,25 ul de cebador inverso
iCDx-284-Br600-PR en 2 pM, 1,25 ul de cebador de bloqueo iCDx-284-Br600-PR LNA en 2 uM, 0,25 ul de ARNAsaH2
(IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampodn de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 0,2 yl de Antarctic thermolabile UDG (New
England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 0,22 pl de polimerasa Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St.
Louis, MO) mezclado con Platinum Taq Antibody (Invitrogen/ThermoFisher Waltham, Ma) (la mezcla se prepard
afiadiendo 0,02 yl de polimerasa Klentag1 a 50 U/ul para 0,2 pl de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y 3 pl del molde
correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC - Control sin molde -, ADNhg de Roche a
11,7 ng/ul (por tanto, 35 ng o 10000 equivalentes genémicos (GE) en 3 pl) - natural -, y se mezcl6 ADNwc HT-29 con
ADNhg de Roche del siguiente modo: 1) 0,047 ng/ul de ADNwc HT-29 en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto
0,14 ng de ADNwc HT-29 y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 40 GE HT-29 (solo 20 GE estan
mutados) y 10000 GE de ADN genémico humano de Roche DNA (es decir, 1 mutante (mt) en 500 naturales (wt)); 2)
0,023 ng/pl de ADNwc HT-29 en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,07 ng de ADNwc HT-29 y 35 ng de ADNhg
de Roche en 3 ul, que corresponden a 20 GE HT-29 (solo 10 GE estan mutados) y 10000 GE de ADNhg de Roche;
(es decir, 1 mt en 1000 wt) 3) 0,0117 ng/ul de ADNDNA HT-29 en 11.7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,0035
ng de ADNwc HT-29 y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 10 GE HT-29 (solo 5 GE estan mutados)
y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 2000 wt); 4) 0,006 ng/ul de ADNwc HT-29 en 11,7 ng/ul de ADNhg
de Roche, por tanto 0,00175 ng de ADNwc HT-29 y 35 ng de ADNhd de Roche en 3 yl, que corresponden a 5 GE HT-
29 (solo 2 0 3 GE estan mutados) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 5000 wt). Nota: tras preparar
0,047 ng/pl de wcADN HT-29 en 11,7 ng/pl de mezcla de hgADN de Roche (40 GE de mutantes en 10000 GE de
hgADN de Roche), el resto de mutantes mas el hgADN de Roche se prepararon mediante diluciones en serie que
mezclaban 0,5 volumenes de la mezcla de hgADN de roche mutante anterior mas 0,5 volumenes de hgADN de Roche
a 11,7 ng/ul, de tal manera que los mutantes GE se diluyeron 2 mientras que hgADN GE de Roche permanece sin
diluir (10000 GE). Se ejecutaron las reacciones de la PCR en placas de la PCR BioExcell de 96 pocillos transparentes
de 0,2 ml (Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp®
de Applied Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la
PCR Proflex (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 mina 95 °C,
40 ciclos de (10sa 94 °C,30sa 60 °Cy 30sa72°C), 10 min a 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C.

Se llevo a cabo la etapa de la LDR en una reaccion de 10 yl preparada afiadiendo: 5,82 ul de agua exenta de nucleasa

(IDT), 1 yl de tampodn de reaccion de ligasa 10X AK16D [1X tampon contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (Bio-Rad,
Hercules, CA), MgCl> 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), KCI 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), DTT 10 mM
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) y 20 ug/ml de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)], 0,25 yl de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 pl de NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 yl de ARNsaH2 (IDT) a 20 mU/ul,
0,2 yl de iCDx-308-Br600_(3)-L_Up_Rm Up cebador a 500 nM, 0,2 pl de iCDx-276-Br600-L_Dn_P Down cebador a
500 nM, 0,028 pl de ligasa AK16D purificada a 8,8 uM, y 2 pl de reaccion de la PCR. Las reacciones de la PCR se
realizaron en placas de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA)
precintadas con pelicula adhesiva transparente  MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el siguiente programa: 20 ciclos de (10 s a 94 °C, y 4 min a 60 °C) seguido
por un mantenimiento final 4 °C.

La etapa de la qPCR se llevo a cabo en una reaccion de 10 pl preparada afiadiendo: 1,5 pl de agua exenta de nucleasa
(IDT), 5 pl de mezcla maestra de la PCR 2X TagMan® Fast Universal (amplitag rapida, UDG y dUTP) de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), 1 ul de iCDx-277_A4 cebador directo a 2,5 pM, 1 ul de
iCDx-279_C4 cebador inversa a 2,5 yM, 0,5 yl de iCDx-281-Br600_(3)_Probe sonda Tagman a 5puM, y 1 ul de
reaccion de la LDR. Se ejecutaron las reacciones de la gPCR en el termociclador ViiA7 en tiempo real de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando placas de reaccion de 96 pocillos
MicroAmp® Fast de 0,1 ml con pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp™ de Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham,
Ma, y la siguiente configuracion: bloqueo rapido, Curva patron segun tipo de experimento, ROX como referencia
pasiva, Ct como método de cuantificacion (umbral automatico, pero ajustado a 0,04 cuando sea necesario), TAMRA
como indicador y NFQ-MGB como inactivador; y usando el siguiente programa: 2 min a 50 °C, y 40 ciclos de (1 s a
95 °C, y 20 s a 60 °C). Los resultados se muestran en la Figura 159 y la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de los experimentos de diluciéon para detectar BRAF V600E.

Equivalentes de genoma Diferencia de Ct frente a
Moldes L Ct 10000 GE de hgADN de
iniciales (por 10 ul de PCR) Roche
HT-29_1 (BRAF V600E, het) 40 (20 mt) + 10.000 wt (es 16.1 16.7
+ hgDNA de Roche (WT) decir 1 mt/ 500 wt) ’ ’
HT-29_1 (BRAF V600E, het) 20 (10 mt) + 10.000 wt (es 224 10 4
+ hgDNA de Roche (WT) decir, 1 mt/1.000 wt) ’ ’
HT-29_1 (BRAF V600E, het) | 10 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 227 102
+ hgDNA de Roche (WT) 1 mt/2.000 wt) ’ ’
HT-29 1 (BRAF V600E, het) | 5 (2 0 3 mt) + 10.000 wt (es 220 109
+ hgDNA de Roche (WT) decir, 1 mt/5.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 32,8
NTC N/A Indeterminado
Mt = mutante BRAF V600E. WT = BRAF natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Experimentos de tipo pixel que utilizan ADNhg de Roche. La etapa de la PCR se llevé a cabo en una mezcla de
130 pl preparada afiadiendo: 56,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 ul de tampon Gotaq Flexi 5X sin magnesio
(Promega, Madison, WI), 10,4 yl de MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP
y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 ul de cebador directo iCDx-328-Braf_PF_WT_blk2 en 2 uM,
3,25 ul de cebador inverso iCDx-284-Br600-PR en 2 pM, 16,25 ul de cebador de bloqueo iCDx-284-Br600-PR LNA en
2 uM, 3,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/pl (diluido en tampdn de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 2,6 yl de
Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 2,86 pl de polimerasa Klentaq1
(DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taq Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la
mezcla se prepard afiadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentaq1 de 50 U/ul a 3 pl de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y
3 pl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC - Control sin molde -, ADNhg
de Roche a 2,925 ng/ul (por tanto, 8,75 ng o 2500 equivalentes genémicos (GE) en 3 pl) - natural -, y se mezclé6 ADNwc
HT-29 con ADNhg de Roche del siguiente modo: 1) 0,023 ng/ul de ADNwc HT-29 en 2,925 ng/ul de ADNhg de Roche,
por tanto 0,07 ng de ADNwc HT-29 y 8,75 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 20 GE HT-29 (solo 10
GE estan mutados) y 2500 GE de ADNhg de Roche; 2) 0,0117 ng/ul de ADNwc HT-29 en 2,925 ng/ul de ADNhg de
Roche, por tanto 0,0035 ng de ADNwc HT-29 y 8,75 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 10 GE HT-
29 (solo 5 GE estan mutados) y 2500 GE de ADNhg de Roche. Nota: los 0,0117 ng/pl de ADNwc HT-29 en 2,925 ng/pl
de mezcla de ADNhg de Roche se prepararon mediante mezcla con dilucidn en serie de 0,5 volimenes de los 0,023
ng/ul de ADNwc HT-29 en 2,925 ng/ul de mezcla de ADNhg de Roche (20 GE de mutante, 10 GE mutados, en 2500
GE de ADNhg de Roche ) mas 0,5 volumenes de ADNhg de Roche a 2,925 ng/ul, de tal manera que el mutante se
diluyé hasta 10 GE (5 GE mutados) mientras que el GE del ADNhg de Roche permanece sin diluir (2500 GE).

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo

las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
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Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 40 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la q°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccién de experimentos de dilucion. Los
resultados se muestran en la Figura 160 y la Tabla 3.
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Experimentos de pixel que utilizan ADN plasmatico humano (plasma n.° 8). La etapa de la PCR se llevo a cabo
en una mezcla de 130 pl preparada anadiendo: 46,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 uyl de tampdn Gotaq
Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 10,4 pl de MgCl; a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 ul de dNTP
(con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 pl de cebador directo iCDx-328-
Braf PF_WT_blk2 en 2 uM, 3,25 ul de cebador inverso iCDx-284-Br600-PR en 2 uM, 16,25 ul de cebador de bloqueo
iCDx-284-Br600-PR LNA en 2 puM, 3,25 yl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampén de dilucion ARNAsaH2
a partir de IDT), 2,6 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 2,86 pl
de polimerasa Klentaq1l (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taqg Antibody
(Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se prepar6 afiadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl de Platinum
Taq Antibody a 5 U/pl), y 13 ul del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC
- Control sin molde -, ADN plasmatico (preparado por tanto como 6,9 ul de H20 exenta de nucleasa mas 6,1 yl de
ADN plasmatico a 0,714 ng/ul, 4,375 ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes genémicos (GE) en la reaccion de la
PCR) -natural-, y ADNwc HT-29 mezclado con ADN plasmatico del siguiente modo: 1) 4,9 ul de H20 exenta de
nucleasa, mas 6,1 yl de ADN plasmatico a 0,714 ng/ul, mas 2 ul de 0,035 ng/ul de ADNwc HT-29, por lo tanto, 4,375
ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes gendémicos (GE) mas 0,07 ng de ADNwc HT-29 que corresponden a 20
GE HT-29 (solo 10 GE estan mutados) en la reaccion de la PCR; 2) 5,9 yl de H20 exenta de nucleasa, mas 6,1 ul de
ADN plasmatico a 0,714 ng/ul, mas 1 pl de 0,035 ng/ul de ADNwc HT-29, por lo tanto, 4,375 ng de ADN plasmatico o
1250 Equivalentes genémicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc HT-29 que corresponden a 10 GE HT-29 (solo 5 GE
estan mutados) en la reaccion de la PCR. Nota: La mezcla con 4,375 ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes
gendémicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc (10 GE de mutantes, 5 mutados) se preparé mediante dilucién en serie
mezclando 0,5 volumenes de la mezcla previa con 4,375 ng ADN plasmatico o 1250 Equivalentes genémicos (GE) y
0,07 ng de ADNwc (20 GE de mutantes, 10 mutados) con 0,5 voliumenes de los 4,375 ng de la mezcla ADN plasmatico.

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo
las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 45 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la g°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccién de experimentos de dilucion. Los
resultados se muestran en la Figura 161 y la Tabla 4.
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Ejemplo empirico 2-Deteccion de la mutacion R248Q (743G>A) TP53

En la Tabla 5 se relacionan todos los cebadores utilizados. Todos los cebadores se adquirieron de Integrated DNA
Technologies Inc. ((IDT), Coralville, IA), salvo los cebadores PNA, que se adquirieron de PNABIo Inc. (Thousand Oaks,
CA).

Tabla 5. Cebadores para la deteccion mediante PCR-LDR-qPCR de la mutacion TP53 R248Q
Nombre del cebador |Etapa | Secuencia de Cebador

iCDx.326-p53- PCR | CCTGCATGGGCGGCATGrAACCG/3SpC3/
248 PF_WT blk2 (SEQ ID NO: 9)
PCR | GGTGTCGTGGAAGTGGCAAGTGGCTCC

TGAC (SEQ ID NO: 10)

PNA-p53-248-10 PCR | GAACCGGAGG (SEQ ID NO: 1 1)
PNA-p53-248-11L PCR | TGAACCGGAGG (SEQ ID NO: 12)

LDR TCACTATCGGCGTAGTCACCACAGACG
CATGGGCGGCATGAATCArGAGGT/3SPC

iCDx-248-p53-248_PR

iCDx-305-P53-248(3)-

L_Up_ Rm
3/ (SEQ ID NO: 13)
iCDx-202-P53-248- LDR /5Phos/GAGGCCCATCCTCACCATCATCA
L Dn_P CGTTGTTGGTGACTTTACCCGGAGGA (SEQ ID NO: 14)
iCDx-82_GTT- gqPCR )
GCGC_A2 TCACTATCGGCGTAGTCACCA (SEQ ID NO: 15)
iCDx-244-C2 qPCR TCCTCCGGGTAAAGTCACCA (SEQ ID NO: 16)
iCDx-228-p53- gPCR |5'-/56-FAM/CG GCA TGA A/ZEN/T CAG AGG CCC ATC C/3IABKFQ/ (SEQ
248 Probe_ s ID NO: 17)

PNA = Acido nucleico peptidico, /5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5'
Fosfato, /56-FAM/ - Colorante Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™ /ZEN/- ZEN™
Flourescent Quencher™, /3IABkFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa,
"+" - Base de acido nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido
ribotimidina; "rG" - base de ribonucleétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucleétido ribocitosina

Experimentos de dilucién. Se llevé a cabo la etapa de la PCR en una reaccién de 10 ul preparada afiadiendo: 1,58 pl
de agua exenta de nucleasa (IDT), 2 yl de tampdn Gotaq Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 0,8 ul de
MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 0,2 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno)
(Promega, Madison, WI), 0,25 ul de cebador directo iCDx-326-p53-248_PF_WT_blk2 a 2 uM, 0,25 uyl de cebador
inverso iCDx-248-p53-248 PR a 2 uM, 1,25 pyl de cebador de bloqueo de PNA, PNA-p53-248-10 (o PNA-p53-248-11L
en los ultimos experimentos) a 2 uM, 0,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampdn de dilucion ARNAsaH2
a partir de IDT), 0,2 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 0,22 pl
de polimerasa Klentaq1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taqg Antibody
(Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se prepar6 afiadiendo 0,02 ul de polimerasa Klentag1 (de 50 U/ul ) a 0,2 pl de
Platinum Taqg Antibody (soluciéon madre a 5 U/pl), y 3 pl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta
de nucleasa para el NTC - Control sin molde -, ADNhg de Roche a 11,7 ng/ul (por tanto, 35 ng o 10000 Equivalentes
gendémicos (GE) en 3 pl) - natural -, y HEC-1(A) ADNwc mezclado con ADNhg de Roche del siguiente modo: 1) 0,047
ng/ul de ADNwc HEC-1(A) en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,14 ng de ADNwc HEC-1 (A) y 35 ng de
ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 40 GE de HEC-1 (A) (solo 20 GE estan mutados) y 10000 GE de ADNhg
de Roche (es decir, 1 mt en 500 wt); 2) 0,023 ng/ul de ADNwc HEC-1(A) en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto
0,07 ng de ADNwc HEC-1 (A) y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 20 GE de HEC-1 (A) (solo 10
GE estan mutados) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 1000 wt); 3) 0,0117 ng/ul de ADNwc HEC-1(A)
en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,0035 ng de ADNwc HEC-1 (A) y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 I,
que corresponden a 10 GE de HEC-1 (A) (solo 5 GE estan mutados) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt
en 2000 wt); 4) 0,006 ng/pl de ADNwc HEC-1(A) en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto, 0,00175 ng de ADNwc
HEC-1 (A) y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 5 GE de HEC-1 (A) (solo 2 o 3 GE estan mutados)
y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 5000 wt). Nota: tras preparar 0,047 ng/ul de ADNwc HEC-1 (A) en
11,7 ng/ul de mezcla de ADNhg de Roche (40 GE de mutantes en 10000 GE de ADNhg de Roche), el resto de
mutantes mas el hgADN de Roche se prepararon mediante diluciones en serie que mezclaban 0,5 volimenes de la
mezcla de hgADN de roche mutante anterior mas 0,5 volumenes de hgADN de Roche a 11,7 ng/ul, de tal manera que
los mutantes GE se diluyeron %2 mientras que hgADN GE de Roche permanece sin diluir (10000 GE). Se ejecutaron
las reacciones de la PCR en placas de la PCR BioExcell de 96 pocillos transparentes de 0,2 ml (Worldwide Medical
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Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 35 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C.

Se llevo a cabo la etapa de la LDR en una reaccion de 10 yl preparada afiadiendo: 5,82 pl de agua exenta de nucleasa
(IDT), 1 yl de tampodn de reaccion de ligasa 10X AK16D [1X tampon contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (Bio-Rad,
Hercules, CA), MgCl> 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), KCI 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), DTT 10 mM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) y 20 ug/ml de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)], 0,25 yl de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 pl de NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 yl de ARNsaH2 (IDT) a 20 mU/ul,
0,2 yl de cebador iCDx-305-P53-248(3)-L_Up_Rm Up a 500 nM, 0,2 ul de cebador iCDx-202-P53-248-L_Dn_P Dn a
500 nM, 0,028 pl de ligasa AK16D purificada a 8,8 uM, y 2 pl de reaccion de la PCR. Las reacciones de la PCR se
realizaron en placas de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA)
precintadas con pelicula adhesiva transparente  MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 20 ciclos de (10 s a 94 °C, y 4 min a 60 °C) seguido
por un mantenimiento final 4 °C.

La etapa de la qPCR se llevo a cabo en una reaccion de 10 pl preparada afiadiendo: 1,5 pl de agua exenta de nucleasa
(IDT), 5 pl de mezcla maestra de la PCR 2X TagMan® Fast Universal (amplitag rapida, UDG y dUTP) de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), 1 yl de cebador directo iCDx-82_GTT-GCGC_A2 a
2,5 uM, 1 ul de cebador inverso iCDx-244-C2 a 2,5 uM, 0,5 pl de sonda iCDx-228-p53-248 Probe_s Tagman a 5 pM,
y 1 pl de reaccion de la LDR. Se ejecutaron reacciones de la gPCR en un termociclador ViiA7 en tiempo real de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando placas de reaccion de 96 pocillos
MicroAmp® Fast de 0,1 ml con pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp™ de Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham,
Ma, y la siguiente configuracion: bloqueo rapido, Curva patron segun tipo de experimento, ROX como referencia
pasiva, Ct como método de cuantificacién (umbral automatico, pero ajustado a 0,04 cuando sea necesario), FAM como
indicador y NFQ-MGB como inactivador; y usando el siguiente programa: 2 min a 50 °C, y 40 ciclos de (1sa 95 °C,y
20 s a 60 °C). Los resultados del experimento utilizando el cebador de bloqueo PNA-p53-248-10 en la etapa de la
PCR se muestran en la Figura 162 y la Tabla 6, y los resultados del experimento utilizando el cebador de bloqueo
PNA-p53-248-11L en la etapa de la PCR se muestran en la Figura 163 y la Tabla 7.

Tabla 6. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar TP53 R248Q utilizando PNA-p53-248-10
como cebador de bloqueo en la etapa de la PCR.

Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 40 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 6.4 73
+ ADNhg de Roche (WT) mt / 500 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 20 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 76 6.0
+ ADNhg de Roche (WT) mt / 1.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 10 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 10.6 30
+ ADNhg de Roche (WT) /2.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 5 (2 0 3 mt) + 10.000 wt (es decir, 1 1.2 25
+ ADNhg de Roche (WT) mt/5.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 13,7
NTC N/A ubD

Mt = mutante TP53 R248Q. WT = TP53 natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacién
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Tabla 7. Resultados de los experimentos de diluciéon para detectar TP53 R248Q utilizando PNA-p53-248-11L
como agente de bloqueo en la etapa de la PCR.

Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche

HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 40 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 6.2 145

+ ADNhg de Roche (WT) mt / 500 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 20 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 15.7 50

+ ADNhg de Roche (WT) mt / 1.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 10 (5 mt) + 10000 wt (es decir, 1 mt/ 14.5 6.3

+ ADNhg de Roche (WT) 2.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (TP53 R248Q, het) | 5 (2 0 3 mt) + 10.000 wt (es decir, 1 16.6 41

+ ADNhg de Roche (WT) mt/5.000 wt) ’ ’

ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 20,7
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(continuacion)

Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
NTC N/A ubD

Mt = mutante TP53 R248Q. WT = TP53 natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Experimentos de tipo pixel que utilizan ADNhg de Roche. La etapa de la PCR se llevé a cabo en una mezcla de
130 pl preparada afiadiendo: 56,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 ul de tampon Gotaq Flexi 5X sin magnesio
(Promega, Madison, WI), 10,4 ul de MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP
y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 ul de cebador directo iCDx-326-p53-248 PF_WT _blk2 a
2 uM, 3,25 pl de cebador inverso iCDx-248-p53-248 PR a 2 uM, 16,25 ul de agente de bloqueo de PNA, PNA-p53-
248-10 a 2 yM, 3,25 yl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/pl (diluido en tampon de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT),
2,6 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 2,86 pl de polimerasa
Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taq Antibody (Invitrogen, Carlsbad,
CA) (la mezcla se prepar6 afadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl de Platinum Taq Antibody a 5
U/ul), y 3 ul del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC - Control sin molde
-, ADNhg de Roche a 2,925 ng/ul (por tanto, 8,75 ng de ADNhg de Roche o 2500 equivalentes genémicos (GE) en
3 pl) - natural -, y se mezcl6 ADNwc HEC-1(A) con ADNhg de Roche del siguiente modo: 1) 0,023 ng/ul de ADNwc
HEC-1(A) en 2,925 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,07 ng de wcDNA HEC-1(A) y 8,75 ng de ADNhg de Roche
en 3 pl, que corresponden a 20 GE de HEC-1(A) (solo 10 GE estan mutados) y 2500 GE de ADNhg de Roche; 2)
0,0117 ng/ul de ADNwc HEC-1(A) en 2,925 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,0035 ng de ADNwc HEC-1(A) y
8,75 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 10 GE de HEC-1(A) (solo 5 GE estan mutados) y 2500 GE
de ADNhg de Roche. Nota: los 0,0117 ng/ul de ADNwc HEC-1 (A) en 2,925 ng/ul de mezcla de ADNhg de Roche se
prepararon mediante mezcla con dilucion en serie de 0,5 volimenes de los 0,023 ng/ul de ADNwc HEC-1 (A) en 2,925
ng/ul de mezcla de ADNhg de Roche (20 GE de mutante, 10 GE mutados, en 2500 GE de ADNhg de Roche ) mas 0,5
volumenes de ADNhg de Roche a 2,925 ng/pl, de tal manera que el mutante se diluyd hasta 10 GE (5 GE mutados)
mientras que el GE del ADNhg de Roche permanece sin diluir (2500 GE).

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo
las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 35 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la q°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccién de experimentos de dilucion. Los
resultados se muestran en la Figura 164 y la Tabla 8.
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Experimentos de pixel que utilizan ADN plasmatico humano (plasma n.° 10). La etapa de la PCR se llevé a cabo
en una mezcla de 130 pl preparada anadiendo: 46,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 uyl de tampdn Gotaq
Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 10,4 pl de MgCl; a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 ul de dNTP
(con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 pl de cebador directo iCDx-326-
p53-248 PF_WT _blk2 a 2 yM, 3,25 ul de cebador inverso iCDx-248-p53-248 PR a 2 uM, 16,25 pl de agente de
bloqueo de PNA, PNA-p53-248-11L a 2 uM, 3,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampdn de dilucion
ARNAsaH2 a partir de IDT), 2,6 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1
U/ul, y 2,86 pl de polimerasa Klentaq1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taq
Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se preparé anadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl
de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y 13 pl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa
para el NTC -Control sin molde-; ADN plasmatico (preparado por tanto como 7,6 pl de H20 exenta de nucleasa mas
5,4 ul de ADN plasmatico a 0,811 ng/ul, 4,375 ng de ADN plasmatico o 1250 de Equivalentes gendmicos (GE) en la
reaccion de la PCR) - natural -; y HEC-1(A) wcDNA mezclado con ADN plasmatico del siguiente modo: 1) 5,6 pl de
H20 exenta de nucleasa, mas 5,4 yl de ADN plasmatico a 0,811 ng/ul, mas 2 ul de 0,035 ng/ul de ADNwc HEC-1(A),
por lo tanto, 4,375 ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes genémicos (GE) mas 0,07 ng de ADNwc HEC-1 (A)
que corresponden a 20 GE de HEC-1 (A) (solo 10 GE estan mutados) en la reaccion de la PCR; 2) 6,6 yl de H20
exenta de nucleasa, mas 5,4 yl de ADN plasmatico a 0,811 ng/ul, mas 1 ul de 0,035 ng/ul de ADNwc HEC-1(A), por
lo tanto, 4,375 ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes genémicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc HEC-1 (A) que
corresponden a 10 GE de HEC-1 (A) (solo 5 GE estan mutados) en la reaccion de la PCR. Nota: La mezcla con 4,375
ng de ADN plasmatico o 1250 Equivalentes gendmicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc (10 GE de mutantes, 5 mutados)
se preparé mediante dilucion en serie mezclando 0,5 volimenes de la mezcla previa con 4,375 ng ADN plasmatico o
1250 Equivalentes genémicos (GE) y 0,07 ng de ADNwc (20 GE de mutantes, 10 mutados) con 0,5 voliumenes de los
4,375 ng de la mezcla ADN plasmatico.

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo
las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 35 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la q°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccién de experimentos de dilucion. Los
resultados se muestran en la Figura 165 y la Tabla 9.
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Ejemplo empirico 3 - Deteccion de mutaciones en las 12 primeras posiciones del codéon KRAS: G12C (34G>T)
y G12S (34G>A)

En la Tabla 10 se relacionan todos los cebadores utilizados. Todos los cebadores se adquirieron de Integrated DNA
Technologies Inc. ((IDT), Coralville, IA), salvo para el cebador PNA, que se adquiri6 de PNABio Inc. (Thousand Oaks,
CA).

Tabla 10. Cebadores para la deteccion mediante la PCR-LDR-qPCR de las mutaciones KRAS G12C G12S

Nombre del cebador Etapa Secuencia de Cebador
iCDx-327- PCR TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGG
Kr_12_2_PF_WT_blk2 ArGCTGG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 18)
PCR
iCDx-303-Kr-12_1&2_PR GGTGTCGTGGCGTCCACAAAATGATICT
GAATTAGCTGTA (SEQ ID NO: 19)
PNA-Kras 12_2-1 1L PCR GAGCTGGTGGC (SEQ ID NO: 20)
PNA-Kras 12_2-11R PCR AGCTGGTGGCG (SEQ ID NO: 21)
, LDR TTCGTACCTCGGCACACCAACATAACTG
O R 1216y AATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGTTHr
o GTGAT/3SpC3/ (SEQ ID NO: 22)
iCDx-222-Kr-12_ 1-- LDR /5Phos/GTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGGCGTGTGGCTCCGTT
L Dn P ACTCTGTCGA (SEQ ID NO: 23)
iCDx-245 A3 qPCR TTCGTACCTCGGCACACCA (SEQ ID NO: 24)
iCDx-246-C3 qPCR TCGACAGAGTAACGGAGCCA (SEQ ID NO: 25)
iCDx-259-T-Kr- qPCR 5- /SHEX/TT GGA GTT H/ZEN/GT GGC GTA GGC AAG A/3IABKFQ/ -3'
12_1_Probe (SEQ ID NO: 26)

PNA = Acido nucleico peptidico, /5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5'
Fosfato, /56-FAM/ - Colorante Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™ /ZEN/- ZEN™
Flourescent Quencher™, /3IABkFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa,
"+" - Base de acido nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido
ribotimidina; "rG" - base de ribonucleétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucleétido ribocitosina

Experimentos de diluciéon. Se llevé a cabo la etapa de la PCR en una reaccién de 10 ul preparada afiadiendo: 1,58 pl
de agua exenta de nucleasa (IDT), 2 yl de tampdn Gotaqg Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 0,8 ul de
MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 0,2 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno)
(Promega, Madison, WI), 0,25 ul de cebador directo iCDx-327-Kr_12_2_PF_WT_blk2 en 2 uM, 0,25 pl de cebador
inverso iCDx-303-Kr-12_1&2_PR a 2 yM, 1,25 pl de PNA-Kras 12_2-11L (o PNA-Kras 12_2-11R) PNA cebador de
bloqueo a 2 uM, 0,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampdn de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT),
0,2 yl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/pl, y 0,22 ul de polimerasa
Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taq Antibody (Invitrogen, Carlsbad,
CA) (la mezcla se prepar6 afiadiendo 0,02 ul de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 0,2 ul de Platinum Taq Antibody a
5 U/ul), y 3 yl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC - Control sin molde
-, ADNhg de Roche a 11,7 ng/ul (por tanto, 35 ng o 10000 Equivalentes genémicos (GE) en 3 pl) - natural -, y SW1463
(G12C, 34G>T, homocigético) o LS123 (G12S, 34G>A, heterocigético) wcDNA mezclado con ADNhg de Roche del
siguiente modo: 1) 0,047 ng/ul de ADNwc SW1463 o LS123 en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,14 ng de
ADNwc SW1463 o LS123 y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 40 GE de ADNwc SW1463 o
LS123 (40 GE estan mutados para SW1463, y 20 GE estan mutados para LS123) y 10000 GE de ADN gendmico
humano de Roche (es decir, 1 mt en 250 wt para SW1463 y 1 mt en 500 wt para LS123); 2) 0,023 ng/ul de ADNwc
SW1463 o0 LS123 en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,07 ng de wcDNA SW1463 o LS123 y 35 ng de ADNhg
de Roche en 3 pl, que corresponden a 20 GE de ADNwc SW1463 o LS123 (20 GE estan mutados para SW1463, y 10
GE estan mutados para LS123) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir. 1 mt en 500 wt para SW1463 y 1 mt en
1000 para LS123); 3) 0,0117 ng/ul de ADNwc SW1463 o LS123 en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,0035
ng de ADNwc de SW1463 o LS123 y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 pl, que corresponden a 10 GE de ADNwc
SW1463 0 LS123 (10 GE estan mutados para SW1463, y 5 GE estan mutados para LS123) y 10000 GE de ADNhg
de Roche (es decir 1 mt en 1000 wt para SW1463 y 1 mt en 2000 wt para LS123); 4) 0,006 de ADNwc SW1463 o
LS123 ng/ul en 11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto 0,00175 ng de ADNwc SW1463 o LS123 y 35 ng de ADNhg
de Roche en 3 pl, que corresponden a 5 GE de ADNwc SW1463 o LS123 (5 GE estan mutados para SW1463,y 2 o
3 GE estan mutados para LS123) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir 1 mt en 2000 wt para SW1463 y 1 mt en
5000 wt para LS123). Nota: tras preparar los 0,047 ng/ul de ADNwc SW1463 o LS123 (A) en 11,7 ng/ul de mezcla de
ADNhg de Roche (40 GE de mutantes en 10000 GE de ADNhg de Roche), el resto de mutantes mas el hgADN de
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Roche se prepararon mediante diluciones en serie que mezclaban 0,5 volimenes de la mezcla de hgADN de roche
mutante anterior mas 0,5 volimenes de hgADN de Roche a 11,7 ng/pl, de tal manera que los mutantes GE se diluyeron
2 mientras que hgADN GE de Roche permanece sin diluir (10000 GE). Se ejecutaron las reacciones de la PCR en
placas de la PCR BioExcell de 96 pocillos transparentes de 0,2 ml (Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA)
precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 50 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C.

Se llevoé a cabo la etapa de la LDR en una reaccion de 10 yl preparada afiadiendo: 5,82 ul de agua exenta de nucleasa
(IDT), 1 yl de tampodn de reaccion de ligasa 10X AK16D [1X tampon contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (Bio-Rad,
Hercules, CA), MgCl> 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), KCI 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), DTT 10 mM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) y 20 ug/ml de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)], 0,25 pl de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 pl de NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 yl de ARNsaH2 (IDT) a 20 mU/ul,
0,2 yl de cebador iCDx-393-Kr-12_1(3)-L_Up_Rm Up a 500 nM, 0,2 ul de cebador iCDx-222-Kr-12_1-L_Dn_P Dn a
500 nM, 0,028 pl de ligasa AK16D purificada a 8,8 uM, y 2 pl de reaccion de la PCR. Las reacciones de la PCR se
realizaron en placas de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA)
precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 20 ciclos de (10 s a 94 °C, y 4 min a 60 °C) seguido
por un mantenimiento final 4 °C.

La etapa de la gPCR se llevé a cabo en una reaccion de 10 pl preparada afiadiendo: 1,5 pl de agua exenta de nucleasa
(IDT), 5 pl de mezcla maestra de la PCR 2X TagMan® Fast Universal (amplitag rapida, UDG y dUTP) de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), 1 ul de iCDx-245_A3 cebador directo a 2,5 pM, 1 pl de
cebador inverso iCDx-246-C3 a 2,5 uM, 0,5 ul de iCDx-259-T-Kr-12_1_Probe sonda Tagman a5 uM, y 1 ul de reaccion
de la LDR. Se ejecutaron las reacciones de la gPCR en un termociclador ViiA7 en tiempo real de Applied Biosystems
(Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando placas de reaccion de 96 pocillos MicroAmp® Fast de
0,1 ml con pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp™ de Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma, y la siguiente
configuracioén: bloqueo rapido, Curva patron segun tipo de experimento, ROX como referencia pasiva, Ct como método
de cuantificacion (umbral automatico, pero ajustado a 0,04 cuando sea necesario), HEX como indicador y NFQ-MGB
como inactivador; y usando el siguiente programa: 2 min a 50 °C, y 40 ciclos de (1 s a 95 °C, y 20 s a 60 °C). Los
resultados del experimento utilizando el cebador de bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11L en la etapa de la PCR se
muestran en la Figura 166 y la Tabla 11. Los resultados del experimento utilizando el cebador de bloqueo de PNA,
PNA-Kras 12_2-11R en la etapa de la PCR se muestran en la Figura 167 y la Tabla 12.

Tabla 11. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar la mutacion KRAS G12C (34G >)
utilizando el cebador de bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11L en la etapa de la PCR.

Equivalentes de genoma Diferencia de Ct frente a
Moldes Lo Ct 10000 GE de hgADN de
iniciales (por 10 ul de PCR) Roche
SW1463_1 (KRAS G12C, hom) | 40 (40 mt) + 10.000 wt (es 26.0 49
+ ADNhg de Roche (WT) decir 1 mt/ 250 wt) ’ ’
SW1463_1 (KRAS G12C, hom) | 20 (20 mt) + 10.000 wt (es 221 88
+ ADNhg de Roche (WT) decir 1 mt/ 500 wt) ’ ’
SW1463_1 (KRAS G12C, hom) | 10 (10 mt) + 10.000 wt (es 24.2 6.7
+ ADNhg de Roche (WT) decir 1 mt/ 1.000 wt) ’ ’
SW1463_1 (KRAS G12C, hom) | 5 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 26.3 46
+ ADNhg de Roche (WT) 1 mt/2.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 30,9
NTC N/A Indeterminado
Mt = mutante KRAS G12C. WT = KRAS natural. Hom = homocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificaciéon
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Tabla 12. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar la mutacion KRAS G128 (34G >)
utilizando el cebador de bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11R en la etapa de la PCR.

Moldes Equivalentes de genoma iniciales Ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
LS123_1 (KRAS G12S, het) + |40 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 30.5 16
ADNhg de Roche (WT) / 500 wt) ’ ’
LS123_1 (KRAS G12S, het) + | 20 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 31.2 09
ADNhg de Roche (WT) / 1.000 wt) ’ ’
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(continuacion)

Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
LS123_1 (KRAS G12S, het) + | 10 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt/ 31.4 07
ADNhg de Roche (WT) 2.000 wt) ’ ’
LS123_1 (KRAS G12S, het) + | 5(2 0 3 mt) + 10.000 wt (es decir, 1 30.5 16
ADNhg de Roche (WT) mt/5.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 32,1
NTC N/A 38,4
Mt = mutante KRAS G12S. WT = KRAS natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Experimentos de pixel que utilizan ADN plasmatico humano (plasma n.° 9). La etapa de la PCR se llevo a cabo
en una mezcla de 130 pl preparada anadiendo: 46,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 uyl de tampdn Gotaq
Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 10,4 pl de MgCl; a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 ul de dNTP
(con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 pl de cebador directo iCDx-327-
Kr_12_2 PF_WT_blk2 en 2 uM, 3,25 pl de cebador inverso iCDx-303-Kr-12_1&2_PR a 2 pM, 16,25 ul de agente de
bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11L PNA a 2 yM, 3,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampdn de
dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 2,6 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA)
en 1 U/yl, y 2,86 pl de polimerasa Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taq
Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se preparé anadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl
de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y 13 pl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa
para el NTC -Control sin molde-; ADN plasmatico (preparado por tanto como 8,3 ul de H20 exenta de nucleasa mas
4,7 yl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, 3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 de Equivalentes genémicos (GE) en la
reaccion de la PCR) - natural -; y ADNwc SW1463 mezclado con ADN plasmatico del siguiente modo: 1) 6,3 pl de H20
exenta de nucleasa, mas 4,7 yl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, mas 2 pl de 0,0175 ng/ul de ADNwc SW1463, por
lo tanto, 3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 Equivalentes gendmicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc SW1463 que
corresponden a 10 GE de SW1463 (los 10 GE estan mutados) en la reaccién de la PCR; 2) 7,3 pl de H20 exenta de
nucleasa, mas 4,7 pl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, mas 1 pl de 0,0175 ng/ul de ADNwc SW1463, por lo tanto, 3,5
ng de ADN plasmatico o 1000 Equivalentes gendmicos (GE) mas 0,0175 ng de ADNwc SW1463 que corresponden a
5 GE de SW1463 (solo 5 GE estan mutados) en la reaccion de la PCR. Nota: La mezcla con 3,5 ng de ADN plasmatico
0 1000 Equivalentes gendémicos (GE) mas 0,0175 ng de ADNwc (5 GE de mutantes, 5 mutados) se prepard mediante
dilucién en serie mezclando 0,5 volimenes de la mezcla previa con 3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 Equivalentes
gendmicos (GE) y 0,035 ng de ADNwc (10 GE de mutantes, 10 mutados) con 0,5 volimenes de los 3,5 ng de la mezcla
de ADN plasmatico.

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo
las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 50 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la q°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccién de experimentos de dilucion. Los
resultados se muestran en la Figura 168 y la Tabla 13.
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Ejemplo empirico 4 - Deteccion de mutaciones en las 12 segundas posiciones del codon KRAS: G12D (35G>A),
G12A (35G>C) y G12V (35G>T)

En la Tabla 14 se relacionan todos los cebadores utilizados. Todos los cebadores se adquirieron de Integrated DNA
Technologies Inc. ((IDT), Coralville, 1A), salvo para el cebador PNA, que se adquiri6 de PNABio Inc. (Thousand Oaks,
CA).

Tabla 14. Cebadores para la deteccion mediante la PCR-LDR-gPCR de las mutaciones KRAS, G12D, G12Ay

G12v
Nombre del cebador Etapa Secuencia de Cebador |
PCR
iCDx-327-Kr 122 PF WT blk2 TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTT
GGArGCTGG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 18)
PCR
(CDx-303.-Kr-12_182 PR GGTGTCGTGGCGTCCACAAAATGATT
CTGAATTAGCTGTA (SEQ ID NO: 19)
PNA-Kras 12_2-11L PCR GAGCTGGTGGC (SEQ ID NO: 20)
LDR TTCGTACCTCGGCACACCAACATATG
iCDx-307-Kr-12_2(3)-L_Up_Rm AATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCC
GHrUGGCA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 27)
LDR TTCGTACCTCGGCACACCAACATATG
iCDx-394-Kr-12_2(3)-L_Up_Rm AATATAAACTTGTGGTAGTTGGAGCC
GHrUGGTA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 28)
. LDR /5Phos/TGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGGCGTGTGG
iCDx-269-Kr-12_2-L_Dn_P CTCCGTTACTCTGTCG A (SEQ ID NO: 29)
iCDx-245 A3 qPCR TTCGTACCTCGGCACACCA (SEQ ID NO: 24)
iCDx-246-C3 qPCR TCGACAGAGTAACGGAGCCA (SEQ ID NO: 25)
. PCR 5'- /ISHEX/TAG TTG GAG/ZEN/ CCG HTG GCG TAG G
(CDx-270-Kr-12_2(3)_Probe | /3IABKFQY -3' (SEQ ID NO: 30)
PNA = Acido nucleico peptidico, /5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5'
Fosfato, /56-FAM/ - Colorante Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™ /ZEN/- ZEN™
Flourescent Quencher™, /3IABkFQ/ - Inactivador Fluorescente lowa Black ® en 3', gama espectral verde a rosa,
"+" - Base de acido nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido
ribotimidina; "rG" - base de ribonucleétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucleétido ribocitosina

Experimentos de dilucién. Se llevé a cabo la etapa de la PCR en una reaccién de 10 ul preparada afiadiendo: 1,58 pl
de agua exenta de nucleasa (IDT), 2 yl de tampdn Gotaqg Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 0,8 ul de
MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 0,2 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno)
(Promega, Madison, WI), 0,25 ul de cebador directo iCDx-327-Kr_12_2_PF_WT_blk2 en 2 uM, 0,25 pl de cebador
inverso iCDx-303-Kr-12_1&2_PR a 2 uM, 1,25 pl de agente de bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11L PNA a 2 uM,
0,25 ul de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/l (diluido en tampdn de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 0,2 pl de Antarctic
thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/ul, y 0,22 ul de polimerasa Klentag1 (DNA
Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taqg Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla
se preparo6 afiadiendo 0,02 yl de polimerasa Klentaq1 de 50 U/ul a 0,2 pl de Platinum Taq Antibody a 5 U/pl), y 3 pl
del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa para el NTC - Control sin molde -, ADNhg de
Roche a 11,7 ng/ul (por tanto, 35 ng o 10000 equivalentes genémicos (GE) en 3 pl) - natural -, ADNwc HEC-1(A)
(G12D, 35G>A, heterocigotico) o SW1116 (G12A, 35G>C, heterocigotico) o SW480 (G12V, 35G>T, homocigético) se
mezclaron con ADNhg de Roche del siguiente modo: 1) 0,047 ng/ul de ADNwc de HEC-1(A), SW1116 o SW480 en
11,7 ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto, 0,14 ng de HEC-1(A), SW1116 o SW480 y 35 ng de ADNhg de Roche en
3 pl, que corresponden a 40 GE de HEC-1(A), SW1116 o SW480 (20 GE estan mutados para HEC-1(A) o SW1116, y
40 GE estan mutados para SW480) y 10000 GE de ADN genémico humano de Roche (es decir, 1 mt in 500 wt para
HEC-1(A) o SW1116 y 1 mt en 250 para SW480; 2) 0,023 ng/ul de ADNwc de HEC-1(A), SW1116 o SW480 en 11.7
ng/ul de ADNhg de Roche, por tanto, 0,07 ng de HEC-1(A), ADNwc de SW1116 o SW480 y 35 ng de ADNhg de Roche
en 3 pl, que corresponden a 20 GE de HEC-1(A), SW1116 o SW480 (10 GE estan mutados para HEC-1(A) o SW1116,
y 20 GE esta mutados para SW480) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 1000 wt para HEC-1(A) o
SW1116 y 1 mt en 500 wt para SW480); 3) 0,0117 ng/ul de ADNwc de HEC-1(A), SW1116 o SW480 en 11,7 ng/ul de
ADNhg de Roche, por tanto, 0,0035 ng de HEC-1(A), ADNwc de SW1116 o SW480 y 35 ng de ADNhg de Roche en
3 ul, que corresponden a 10 GE de HEC-1(A), SW1116 o SW480 (5 GE estan mutados para HEC-1(A) o SW1116, y
10 GE estan mutados para SW480) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir 1 mt in 2000 para HEC-1(A) o SW1116
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y 1 mt en 1000 para SW480); 4) 0,006 ng/ul de ADNwc de HEC-1(A), SW1116 o SW480 en 11,7 ng/ul de ADNhg de
Roche, por tanto, 0,00175 ng de HEC-1(A), ADNwc de SW1116 o SW480 y 35 ng de ADNhg de Roche en 3 yl, que
corresponden a 5 GE de HEC-1(A), SW1116 o SW480 (2 o 3 GE estan mutados para HEC-1(A) o SW1116, y 5 GE
estan mutados para SW480) y 10000 GE de ADNhg de Roche (es decir, 1 mt en 5000 wt para HEC-1(A) o SW1116 y
1 mt en 2000 wt para SW480). Nota: después de preparar los 0,047 ng/ul de ADNwc de HEC-1(A), ADNwc SW1116
0 SW480 (A) en 11,7 ng/pl de mezcla de ADNhg de Roche (40 GE de mutantes en 10000 GE de ADNhg de Roche),
el resto de mutantes mas el hgADN de Roche se prepararon mediante diluciones en serie que mezclaban 0,5
volumenes de la mezcla de hgADN de roche mutante anterior mas 0,5 volumenes de hgADN de Roche a 11,7 ng/pl,
de tal manera que los mutantes GE se diluyeron %2 mientras que hgADN GE de Roche permanece sin diluir (10000
GE). Se ejecutaron las reacciones de la PCR en placas de la PCR BioExcell de 96 pocillos transparentes de 0,2 ml
(Worldwide Medical Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex
(Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 50 ciclos
de (10sa94°C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C.

Se llevo a cabo la etapa de la LDR en una reaccion de 10 yl preparada afiadiendo: 5,82 ul de agua exenta de nucleasa
(IDT), 1 yl de tampodn de reaccion de ligasa 10X AK16D [1X tampon contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (Bio-Rad,
Hercules, CA), MgCl> 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), KCI 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), DTT 10 mM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) y 20 ug/ml de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)], 0,25 yl de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 pl de NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 yl de ARNsaH2 (IDT) a 20 mU/ul,
0,2 yl de cebador iCDx-307-Kr-12_2(3)-L_Up_Rm 0 iCDx-394-Kr-12_2(3)-L_Up_Rm Up a 500 nM, 0,2 ul de cebador
iCDx-269-Kr-12_2-L_Dn_P Dn a 500 nM, 0,028 ul de ligasa AK16D purificada a 8,8 uM, y 2 yl de reaccioén de la PCR.
Las reacciones de la PCR se realizaron en placas de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 20 ciclos de (10 s a 94 °C, y 4 min a 60 °C) seguido
por un mantenimiento final 4 °C.

La etapa de la qPCR se llevo a cabo en una reaccion de 10 pl preparada afiadiendo: 1,5 pl de agua exenta de nucleasa
(IDT), 5 pl de mezcla maestra de la PCR 2X TagMan® Fast Universal (amplitag rapida, UDG y dUTP) de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), 1 ul de iCDx-245_A3 cebador directo a 2,5 pM, 1 ul de
cebador inverso iCDx-246-C3 a 2,5 uM, 0,5 pyl de sonda Tagman iCDx-270-Kr-12_2(3)_Probe a 5 uyM, y 1 pl de
reaccion de la LDR. Se ejecutaron las reacciones de la gPCR en el termociclador ViiA7 en tiempo real de Applied
Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando placas de reaccion de 96 pocillos
MicroAmp® Fast de 0,1 ml con pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp™ de Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham,
Ma, y la siguiente configuracion: bloqueo rapido, Curva patron segun tipo de experimento, ROX como referencia
pasiva, Ct como método de cuantificacion (umbral automatico, pero ajustado a 0,04 cuando sea necesario), HEX como
indicador y NFQ-MGB como inactivador; y usando el siguiente programa: 2 min a 50 °C, y 40 ciclos de (1sa 95 °C,y
20 s a 60 °C). Se muestran los resultados del experimento para detectar la mutacion KRAS G12D (35G>A) usando el
cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2(3)-L up Rm UP en la Figura 169 y la Tabla 15. Se muestran los resultados del
experimento para detectar la mutacion KRAS G12A (G>C) usando el cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2(3)-L up
Rm UP LDR en la Figura 170 y la Tabla 16. Se muestran los resultados del experimento para detectar la mutacion
KRAS G12V (35G>T) usando el cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2(3)-L up Rm UP en la Figura 171 y la Tabla 17.

Tabla 15. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar la mutacion KRAS G12D (35G>A) usando
el cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2 (3)-L_Up_Rm UP.

Equivalentes de genoma iniciales Diferencia de Ct frente a
Moldes Ct 10000 GE de hgADN de
(por 10 ul de PCR) R
oche
HEC-1(A)_1 (KRAS G12D, het) + |40 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 28.4 6.0
ADNhg de Roche (WT) / 500 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (KRAS G12D, het) + | 20 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 31.0 35
ADNhg de Roche (WT) / 1.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (KRAS G12D, het) + | 10 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt/ 32.2 29
ADNhg de Roche (WT) 2.000 wt) ’ ’
HEC-1(A)_1 (KRAS G12D, het) + | 5(2 o 3 mt) + 10.000 wt (es decir, 1 29.8 46
ADNhg de Roche (WT) mt/5.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 34,4
NTC N/A 35,1
Mt = mutante KRAS G12D. WT = KRAS natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).
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Tabla 16. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar la mutacion KRAS G12A (35G>C) usando
el cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2 (3)-L_Up_Rm UP.

Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
SW1116 (KRAS G12A, het) + | 40 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 248 96
ADNhg de Roche (WT) / 500 wt) ’ ’
SW1116 (KRAS G12A, het) + | 20 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 236 108
ADNhg de Roche (WT) / 1.000 wt) ’ ’
SW1116 (KRAS G12A, het) + | 10 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt/ 252 992
ADNhg de Roche (WT) 2.000 wt) ’ ’
SW1116 (KRAS G12A, het) + | 5(2 0 3 mt) + 10.000 wt (es decir, 1 28.9 56
ADNhg de Roche (WT) mt/5.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 34,4
NTC N/A 36,0
Mt = mutante KRAS G12A. WT = KRAS natural. Het = heterocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Tabla 17. Resultados de los experimentos de dilucion para detectar la mutacion KRAS G12V (35G>T) usando

el cebador de la LDR iCDx-307-Kr-12_2 (3)-L_Up_Rm UP.
Moldes Equivalentes de genoma iniciales ct Diferencia de Ct frente a 10000
(por 10 ul de PCR) GE de hgADN de Roche
SW480 (KRAS G12V, hom) + | 40 (40 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 219 126
ADNhg de Roche (WT) / 250 wt) ’ ’
SW480 (KRAS G12V, hom) + | 20 (20 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 228 16
ADNhg de Roche (WT) / 500 wt) ’ ’
SW480 (KRAS G12V, hom) + | 10 (10 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt 24.0 105
ADNhg de Roche (WT) / 1.000 wt) ’ ’
SW480 (KRAS G12V, hom) + | 5 (5 mt) + 10.000 wt (es decir 1 mt/ 279 6.5
ADNhg de Roche (WT) 2.000 wt) ’ ’
ADNhg de Roche (WT) 10.000 wt 34,4
NTC N/A 34,8

Mt = mutante KRAS G12V. WT = KRAS natural. Hom = homocigoto. UD = Indeterminado. Los valores de Ct en
negrita corresponden a las Ct obtenidas de "curvas verdaderas", y los valores en tipo fuente normal corresponden
a los valores obtenidos de "curvas planas”, es decir, las curvas no iniciales que aparecen en ciclos de amplificacion
posteriores (generalmente tras un valor de Ct de 36).

Experimentos de pixel que utilizan ADN plasmatico humano (plasma n.° 9). La etapa de la PCR se llevo a cabo
en una mezcla de 130 pl preparada anadiendo: 46,54 pl de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 yl de tampdn Gotaq
Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 10,4 pl de MgCl; a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 yl de dNTP
(con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 3,25 pl de cebador directo iCDx-327-
Kr_12_2 PF_WT_blk2 en 2 uM, 3,25 pl de cebador inverso iCDx-303-Kr-12_1&2_PR a 2 pM, 16,25 ul de agente de
bloqueo de PNA, PNA-Kras 12_2-11L PNA a 2 yM, 3,25 pl de ARNAsaH2 (IDT) a 20 mU/ul (diluido en tampdn de
dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 2,6 pl de Antarctic thermolabile UDG (New England Biolabs (NEB), Ipswich, MA)
en 1 U/pl, y 2,86 pl de polimerasa Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclada con Platinum Taqg
Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se preparé anadiendo 0,3 pl de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl
de Platinum Taq Antibody a 5 U/pl), y 13 pl del molde correspondiente. Los moldes fueron: agua exenta de nucleasa
para el NTC -Control sin molde-; ADN plasmatico (preparado por tanto como 8,3 pl de H20 exenta de nucleasa mas
4,7 yl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, 3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 de Equivalentes genémicos (GE) en la
reaccion de la PCR) - natural -; y ADNwc SW480 mezclado con ADN plasmatico del siguiente modo: 1) 6,3 ul de H20
exenta de nucleasa, mas 4,7 yl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, mas 2 pl de 0,0175 ng/ul de SW480, por lo tanto,
3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 Equivalentes genémicos (GE) mas 0,035 ng de ADNwc de SW480 que corresponden
a 10 GE de SW480 (los 10 GE estan mutados) en la reaccion de la PCR; 2) 7,3 pyl de H20 exenta de nucleasa, mas
4,7 pl de ADN plasmatico a 0,743 ng/ul, mas 1 yl de 0,0175 ng/ul de SW480, por lo tanto, 3,5 ng de ADN plasmatico
0 1000 Equivalentes genémicos (GE) mas 0,0175 ng de SW480 que corresponden a 5 GE de SW480 (solo 5 GE estan
mutados) en la reaccion de la PCR. Nota: La mezcla con 3,5 ng de ADN plasmatico o 1000 Equivalentes genémicos
(GE) mas 0,0175 ng de ADNwc de SW480 (5 GE de mutantes, 5 mutados) se prepard mediante dilucion en serie
mezclando 0,5 volumenes de la mezcla previa con 3,5 ng ADN plasmatico o 1000 Equivalentes genémicos (GE) y
0,035 ng de ADNwc de SW480 (10 GE de mutantes, 10 mutados) con 0,5 volumenes de los 3,5 ng de la mezcla ADN
plasmatico.

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 pl de cada uno, y a continuacion se llevaron a cabo

las reacciones de la PCR en placas de la PCR de 96 pocillos transparentes BioExcell de 0,2 ml (Worldwide Medical
Products, Inc., Bristol, PA) precintadas con pelicula adhesiva transparente MicroAmp® de Applied Biosystems (Applied
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Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando un sistema termociclador de la PCR Proflex de Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma y el siguiente programa: 30 min a 37 °C, 2 min a 95 °C, 50 ciclos de (10 s a
94 °C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 mina 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la q°PCR
posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente, en la seccion de Experimentos de dilucién, usando
como cebador en direccion 5' iCDx-394-Kr-12_2(3)-L_Up_Rm para la etapa de la LDR. Los resultados se muestran
en la Figura 172 y la Tabla 18.
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Ejemplo empirico 5 - Deteccion de metilacion en el ADN genémico de la linea de células

Métodos generales. Las lineas de células usadas fueron: LS-174T, HCT-15, HT-29, WiDi, SW1116, linea de células
de adenocarcinoma de colon. Todas las lineas de células se sembraron en placas de cultivo de 60 cm? de medio 5a
de McCoy que contenian 4,5 g/l de glucosa, suplementado con suero de feto de ternera al 10 % y se mantuvieron en
una atmosfera humidificada que contenia CO; al 5 %. Una vez que las células alcanzaron un 80-90 % de confluencia
se lavaron en solucién salina tamponada con fosfato (x 3) y se recogieron mediante centrifugacion (500 x g). EI ADN
se aisl6 usando el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen; Valencia, CA). Se determin6 la concentracion del ADN con el
ensayo Quant-iT Picogreen (Life Technologies/ThermoFisher; Waltham, Ma).

ADN gendémico humano (0,2 mg/ml) que contiene ADN gendmico; de alto peso molecular (>50 kb) aislado de sangre
humana (capa leucocitaria) (ADN genémico humano de Roche) se adquirid de Roche (Indianapolis, IN). Se determin6
que su concentracion era de 39 ng/pl segun el Kit de ensayo de ADNbc Quant-iT PicoGreen.

Digestion con restriccion de ADN genémico con enzima Bsh12361. Se digirieron los ADN gendmicos (500 ng) de
las lineas celulares relacionadas anteriormente con 10 unidades de la enzima de restriccion Bsh12361 en 20 ul de
mezcla de reaccion que contenia tampén 1xCutSmart (Acetato de potasio 50 mM, Tris-Acetato 20 mM, Acetato de
magnesio 10 mM, 100 ug/ml de BSA, pH 7,9 a 25 °C). Se llevaron a cabo las reacciones de digestion a 37 °C durante
1 hora y posterior inactivacion enzimatica calentando a 80 °C durante 20 min.

Conversion del bisulfito del ADN genoémico digerido. Se llevd a cabo la conversion del bisulfito usando el kit de
Metilacion-lluminacion del ADN EZ de Zymo Research Corporation (Irvine, CA). Se afiadieron 130 pl de Reactivo de
conversion de la iluminacién a 20 yl del ADN Bsh12361 gendmico digerido. La reaccion de conversion se incub6 a
98 °C durante 8 minutos, seguido por 54 °C durante una hora y a continuacion se enfrié a 4 °C. 600 pl de tampén e
union M se afiadié a una Columna Zymo-Spin ™ seguido por la colocacion de la columna en un tubo de recogida. La
mezcla de reaccion de 150 ul contenia ADN digerido y el reactivo de conversion de luz se cargé en la columna Zymo-
Spin IC que contenia los 600 pl del tampon de unién-M. Se precinto la tapa de la columna, y se mezclo la solucion
invirtiendo la columna varias veces. Se centrifugd la columna a velocidad completa (= 10.000 x g) durante 30 s
descartandose el flujo pistdn. Se afiadieron 100 pl de tampdn de lavado M a la columna y se centrifugd la columna a
toda velocidad durante 30 s y se descart6 el flujo piston. Se afadieron 200 yl de tampén de desulfonacion L a la
columna, y se dejo que la columna reposara a temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Después de la incubacion,
se centrifugd la columna a toda velocidad durante 30 segundos. Se afiadieron 200 yl de tampoén de lavado M a la
columna y se centrifugé la columna a toda velocidad durante 30 segundos descartandose el flujo piston. Esta etapa
de lavado se repitid una vez mas. Por ultimo, la columna se introdujo en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, y se
afnadieron 10 pl de tampdn de elucién M a la matriz de la columna y se centrifugd a toda velocidad durante 30 segundos
para eluir el ADN convertido con bisulfito.

Cebadores de la PCR y la LDR. En la Tabla 19 se relacionan todos los cebadores utilizados. Todos los cebadores
se adquirieron de Integrated DNA Technologies Inc. ((IDT), Coralville, IA), salvo para LNA1 y LNA2, que se adquirié
de Exigon Inc. (Woburn, MA), y PNA, que se adquiri6 de PNA Bio (Thousand Oaks, CA).

Tabla 19. Cebadores para la metilacion por PCR-LDR-qPCR.
Nombre del cebador Etapa Secuencia de Cebador
iCDx-2031-Vim-S3-FP PCR GAACTCCAACCGAAACTACGTAAICTACA/3SpC 3/ (SEQ ID NO: 31)
PCR GGTGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCrGGT
TA/3SpC/ (SEQ ID NO: 32)

iCDx-2032A-Vim-S3-RP

VIM-S3-LNA1 PCR CA+TAA+CT+AC+AT+CC+AC+CCA (SEQ ID NO: 33)
VIM-S3-LNA2 PCR CA+TAA+CT+AC+AT+C+C+AC+CCA (SEQ ID NO: 34)
VIM-S3-PNA2 PCR ACATAACTACATCCACCCA (SEQ ID NO: 35)

LDR TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAA
iCDx-2033A-Vim-S3-Up ACTACGTAACTGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID

NO: 36)

) . [DR  |/5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAACG
ICDx-2034A-Vim-S3-Dn CGTGCAAAATTCAGGCTGTGCA (SEQ ID NO: 37)
iCDx-2035A-Vim-S3-RT-Pb | gPCR TAACTGCGTCCACCCGCACCTAC (SEQ ID NO: 38)

iCDx-2036-Vim-S3-RT-FP | 9PCR TAGACACGAGCGAGGTCAC (SEQ ID NO: 39)
iCDx-2037-Vim-S3-RT-RP | gPCR TGCACAGCCTGAATTTTGCAC (SEQ ID NO: 40)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador Fluorescente lowa Black ® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleoétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina
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Experimentos PCR-LDR-gPCR. Se llev6 a cabo la etapa de la PCR en una reaccién de 10 yl preparada afiadiendo:
2 yl de tampdn Gotaq Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 0,8 pl de MgCl; a 25 mM (Promega, Madison,
WI), 0,2 pyl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno) (Promega, Madison, WI), 0,25 ul del cebador
directo iCDx-2031-Vim-S3-FP a 2 uM, 0,25 ul del cebador inverso iCDx-2032A-Vim-S3-RP a 2 uM, 1,25 pul del cebador
de bloqueo VIM-S3-LNA o VIM-S3-PNA2 a 2 uM, 0,25 yl de ARNasaH2 (IDT) a 20 mU/pl (diluido en tampdn de dilucion
ARNseH2 de IDT), y 0,22 yl de polimerasa Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St. Louis, MO) mezclado con
Platinum Tag Antibody (Invitrogen/Thermo Fisher, Carlsbad, CA) (la mezcla se preparé afadiendo 0,02 ul de
polimerasa Klentaq1 de 50 U/ul a 0,2 pl de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y 4,78 ul del molde correspondiente que
contenia 35 ng de ADN gendmico. Los moldes fueron: LS-174T, HCT-15, HT-29, WiDr, SW1116, y ADN gendmico
humano de Roche. Las reacciones de la PCR se realizaron en un sistema termociclador PCR ProFlex (Applied
Biosystems/ThermoFisher, Waltham, Ma) y se ejecutaron con el siguiente programa: 2 min a 95 °C, 40 ciclos de (10 s
a94°C,30sa60°Cy30sa72°C), 10 min a 99,5 °C, y un mantenimiento final a 4 °C.

Se llevo a cabo la etapa de la LDR en una reaccion de 10 yl preparada afiadiendo: 5,82 ul de agua exenta de nucleasa
(IDT), 1 yl de tampodn de reaccion de ligasa 10X AK16D [1X tampon contiene Tris-HCI 20 mM pH 8,5 (Bio-Rad,
Hercules, CA), MgCl> 5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), KCI 50 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo), DTT 10 mM
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) y 20 ug/ml de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo)], 0,25 yl de DTT (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 pl de NAD* (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) a 40 mM, 0,25 yl de ARNsaH2 (IDT) a 20 mU/ul,
0,2 pl de cebador iCDx-2033A-Vim-S3-Up a 500 nM, 0,2 pl de cebador iCDx-2034A-Vim-S3-Dn a 500 nM, 0,028 pl de
ligasa AK16D purificada a 8,8 pM, y 2 pl de reaccion de la PCR. Las reacciones de la LDR se realizaron en un sistema
termociclador PCR ProFlex (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el siguiente programa: 20 ciclos de
(10 sa 94 °C, y 4 min a 60 °C) seguido por un mantenimiento final 4 °C.

La etapa de la gPCR se llevé a cabo en una mezcla de reaccién de 10 pl preparada afiadiendo: 1,5 yl de agua exenta
de nucleasa (IDT), 5 pyl de mezcla maestra de la PCR 2X TagMan® Fast Universal (amplitaq rapida, UDG y dUTP) de
Applied Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), 1 pl del cebador directo iCDx-2036-Vim-S3-
RT-FP a 2,5 uM, 1 ul del cebador inverso iCDx-2037-Vim-S3-RT-RP a 2,5 uM, 0,5 ul de sonda iCDx-2035A-Vim-S3-
RT-Pb Tagman a 5 uM, y 1 ul de productos de reaccion de la LDR. Las reacciones gqPCR en un termociclador ViiA7
en tiempo real de Applied Biosystems (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), utilizando placas de reaccion
de 96 pocillos MicroAmp® Fast de 0,1ml con pelicula adhesiva optica MicroAmp™ (Applied
Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma), y la siguiente configuracion: bloqueo rapido, Curva patrén segun tipo de
experimento, ROX como referencia pasiva, Ct como método de cuantificacion (umbral automatico, pero ajustado a
0,05 cuando sea necesario), TAMRA como indicador y NFQ-MGB como inactivador; y usando el siguiente programa:
2 min a 50 °C, y 40 ciclos de (1 sa 95 °C, y 20 s a 60 °C). Los resultados se muestran en la Figura 173 y la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados de los experimentos para detectar la metilacion en ADN genémico de una linea de

células.
Moldes Equivalentes de genoma iniciales (por Ct Diferencia de Ct frente a 10000 GE de
10 pl de PCR) hgADN de Roche
LS-174T 10.000 28,5 10,1
HCT-15 10.000 20,2 18,6
HT-29 10.000 20,4 18,2
WiDr 10.000 20,3 18,3
SW1116 10.000 ubD 0
ADN de Roche 10.000 38,6 0

Experimentos de pixel. Se llevo a cabo la etapa de la PCR en una mezcla de 130 ul preparada afiadiendo: 59,14 pl
de agua exenta de nucleasa (IDT), 26 ul de tampon Gotaq Flexi 5X sin magnesio (Promega, Madison, WI), 10,4 ul de
MgCl, a 25 mM (Promega, Madison, WI), 2,6 yl de dNTP (con dATP, dCTP, dGTP y dUTP, 10 mM cada uno)
(Promega, Madison, WI), 3,25 ul de cebador directo iCDx-2031-VIM-S3-FP en 2 pM, 3,25 ul de cebador inverso iCDx-
2032-VIM-S3-PR a 2 yM, 16,25 ul de cebador de bloqueo iCDx-VIM-S3-LNA2 a 2 uM, 3,25 yl de ARNAsaH2 (IDT) a
20 mU/ul (diluido en tampoén de dilucion ARNAsaH2 a partir de IDT), 2,6 yl de Antarctic thermolabile UDG (New
England Biolabs (NEB), Ipswich, MA) en 1 U/pl, y 2,86 pl de polimerasa Klentag1 (DNA Polymerase Technology, St.
Louis, MO) mezclada con Platinum Taq Antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA) (la mezcla se preparé afadiendo 0,3 pl
de polimerasa Klentag1 de 50 U/ul a 3 pl de Platinum Taq Antibody a 5 U/ul), y 3 pl del molde correspondiente. 3 pl
de moldes contienen: (1) 0,070 ng (20 GE) de ADN de HT-29 mezclados con 9 ng (2500 GE) de ADNhg de Roche. (2)
0,035 ng (10 GE) de ADN de la linea de células HT-29 mezclados con 9 ng (2500 GE) de ADNhg de Roche. (3) 9 ng
(2500 GE) de ADN de Roche, (4) agua exenta de nucleasa para el control sin molde (NTC).

Cada 130 pl de mezcla de la PCR se dividieron en 12 tubos, 10 upl cada uno, y a continuacion las reacciones de la
PCR se realizaron en un sistema termociclador PCR ProFlex (Applied Biosystems/ThermoFisher; Waltham, Ma) y el
siguiente programa: 2 min a 95 °C, 40 ciclos de (10 sa 94 °C,30sa 60°Cy 30 s a 72 °C), 10 min a 99,5 °C, y un
mantenimiento final a 4 °C. Las etapas de la LDR y la qPCR posteriores se llevaron a cabo como se ha descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en la Figura 174 y la Tabla 25.
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Se repitio el procedimiento de la PCR-LDR-qPCR para la detecciéon de la metilacion en las hebras superior e inferior
de VIM-S3 como se ha descrito anteriormente usando una versién modificada de las sondas de LDR y las sondas
Tagman (es decir, la version B). Se muestra una comparacion de los resultados para la deteccion de la metilaciéon en
los graficos de amplificacion de las Figuras 175-178. La Figura 175 proporciona los graficos de la PCR en tiempo real
para el Aden de la linea de células y el ADN natural (Roche) usando el disefio del cebador de la hebra superior de
VIM-S3 y la version "A" de Tagman (Tabla 21). Los resultados muestran un valor de Ct de aproximadamente 10y 11,5
para el ADN de las lineas de células WiDr y HT-29 respectivamente, indicando la metilacion en el sitio S3 en la region
del promotor VIM. Las lineas de células SW1116, el ADN de Roche, el control sin molde (NTC) para la etapa inicial de
la PCR, la etapa siguiente de la LDR, y la etapa final de Tagman estan todas en una linea de bases (es decir, uniforme).
Se repitié el mismo experimento usando sondas de la version "A" disefiadas para la hebra inferior (Figura 176 y Tabla
22). Como se esperaba, los resultados muestran un valor de Ct de aproximadamente 11 y 9 para el ADN de las lineas
de células WiDr y HT-29 respectivamente, indicando la metilacion en el sitio S3 en la region del promotor VIM. Sin
embargo, los resultados con SW1116, ADN de Roche, el control sin molde (NTC) para la etapa inicial de la PCR, y
NTC para la etapa siguiente de la LDR al proporcionar valores de Ct de alrededor de 28,5 a 31, incluso aunque los
inventores saben del experimento anterior que no existe metilacion en el sitio S3 en la region del promotor VIM. Esta
discrepancia se resolvié disefiando las sondas Tagman para solapar la porcion de la sonda anterior del producto de
la LDR en aproximadamente 9 bases, y la porcidn de la sonda posterior de la LDR del producto de la LDR mediante
las bases restantes en la sonda. Ademas, se afiadieron dos bases no complementarias en el lado 5' a la sonda Tagman
para asegurar que cualquier extension accidental de la polimerasa cruzada no seria capaz de extenderse sobre la
sonda LDR anterior en un ciclo posterior. La Figura 177 proporciona graficos de la PCR en tiempo real para el ADN
de la linea de células y el ADN natural (Roche) usando el disefio del cebador de la hebra superior de WIM-S3 y la
version "B" de la sonda Tagman (Tabla 23). Los resultados muestran un valor de Ct de aproximadamente 12 y 13,5
para el ADN de las lineas de células WiDr y HT-29, respectivamente, indicando la metilacion en el sitio S3 en la region
del promotor VIM. Las lineas de células SW1116, el ADN de Roche, el control sin molde (NTC) para la etapa inicial de
la PCR, la etapa siguiente de la LDR, y la etapa final de Tagman estan en linea de bases (es decir, uniforme). Se
repitid el mismo experimento usando las sondas de la version "B" disefiadas para la hebra inferior (Figura 178 y Tabla
24). Como se esperaba, los resultados muestran un valor de Ct de aproximadamente 11,5 y 9,5 para el ADN de las
lineas de células WiDr y HT-29, respectivamente, indicando la metilacion en el sitio S3, en la region del promotor VIM.
Ahora, los resultados con las lineas de células, SW1116, el ADN de Roche, el control sin el molde (NTC) para la etapa
inicial de la PCR, la etapa siguiente de la LDR, y la etapa final de Tagman estan en una linea de bases (es decir,
uniforme), indicando que la version "B" del nuevo disefio de la sonda resolvié el problema de las sefiales falsa de NTC
o las muestras sin metilacion en la region del sitio 3 de VIM.

Tabla 21 Cebadores de metilacion para la hebra superior de VIM S3 utilizando la version "A" de la sonda

Tagman
Tipo de Nombre del Secuencias
cebador cebador
PCR iCDX_2031 GAACTCCAACCGAAACTACGTAAICTACA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 31)
PCR iCDx_2032 GGTGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCIGGTTA/3SpC3/(SEQIDNO: 32)
LDR iCDx_2033A TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTACGTA
ACTGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID NO: 36)
DR .CDx 2034 | /5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAACGCGTGCAA A
— ATTCAGGCTGTGCA (SEQ ID NO: 37)
%QS;"; . iCDx_2035 | /SHEX/TAACTGCGT/ZEN/CCACCCGCACCTAC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO: 38)
Cebador iCDx_2036 TAGACACGAGCGAGGTCAC (SEQ ID NO: 39)
Tagman —
?:g;c;?lr iCDx_2037 TGCACAGCCTGAATTTTGCAC (SEQ ID NO: 40)
Blogueante |/ \1.s3|NA2| CA+TAA+CT+AC+AT+C+C+AC+CCA (SEQ ID NO: 34)
de la PCR

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador Fluorescente lowa Black ® en 3', gama especitral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleodtido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina
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Tabla 22 Cebadores de metilacion para la hebra inferior de VIM S3 utilizando la versiéon "A" de la sonda

Tagman
Tipo de Nombre del Secuencias
cebador cebador
PCR iCDx_2081 | GTCGAGTTTTAGTCGGAGTTACGTGIATTAA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 92)
PCR iCDx_2082 GGTGTCGTGGGAAAACGAAACGTAAAAACTACGACTAArUA
CTG/35pC3/ (SEQ ID NO: 93)
LDR {CDx 2083 TGGATCGAGACGGAATGCAACCGAGTTTTAGTCGGAGTTAC
- GTGATCACrGTTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 94)
LDR iCDx 2084 /5Phos/GTTTATTCGTATTTATAGTTTGGGTAGCGCGTTGCGGTTTCCCTGATTGAT
= ACCCGCA (SEQ ID NO: 98)
Sonda iCLx 2083 /SHEX/AGTCGGAGT/ZEN/TACGTGATCACGTTTATTCGTATT TATAG/3IABKFQ/
Tagman — (SEQ ID NO: 101)
Cebador . .
iCDx 2086 | TGGATCGAGACGGAATGCAAC (SEQ ID NO: 102)
Tagman —
Cebador | \nh. 2087 | TGCGGGTATCAATCAGGGAAAC (SEQ ID NO: 103)
Tagman —
Séogugacrge iCDx_2088 | GTT+A+T+GT+G+ATT+A+T+GT+TT+AT+T+T+GT+ATTT (SEQ ID NO: 104)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleodtido riboguanosina; "rC" - base de ribonucleétido ribocitosina

Tabla 23 Cebadores de metilacion para la hebra superior de VIM S3 utilizando la versiéon "B" de la sonda

Tagman
Tipo de Nombre del
cebador cebador
PCR iCDx_2031 GAACTCCAACCGAAACTACGTAAICTACA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 31)
PCR iCDx_2032 §2G)TGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCrGGTTA/3S pC3/(SEQ ID NO:
LDR iCDx_2033A TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTAC
GTAACTGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID NO: 36)
LDR iCDx 2034 /5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAACGCGTGCAAAATTCAGGCTGTGC
— A (SEQ ID NO: 37)
-?22%1 . |ICDx_2035B | /SHEX/TTTAACTGC/ZEN/GTCCACCCGCACCTAC/31ABKFQ/ (SEQ ID NO: 44)
Cebador |\~ 9036 | TAGACACGAGCGAGGTCAC (SEQ ID NO: 39)
Tagman —
Cebador  1ioh, 2037 | TGCACAGCCTGAATTTTGCAC (SEQ ID NO: 40)
Tagman —
Bloqueante | VIM-S3- .
do b POR. | LNAD CA+TAA+CT+AC+AT+C+C+AC+CCA (SEQ ID NO:34)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador Fluorescente lowa Black ® en 3', gama especitral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleodtido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina
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Tabla 24 Cebadores de metilacion para la hebra inferior de VIM S3 utilizando la versiéon "B" de la sonda

Tagman
Tipo de Nombre del Secuencias
cebador cebador
PCR iCDx_2081 GTCGAGTTTTAGTCGGAGTTACGTGrATTAA/3SpC3 / (SEQ ID NO: 92)
PCR iCDx_2082 GGTGTCGTGGGAAAACGAAACGTAAAAACTACGAC
TAArUACTG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 93)
TGGATCGAGACGGAATGCAACCGAGTTTTAGTCGG
LDR iCDx_2083 AGTTACGTGATCACrGTTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO:
94)
LDR iCDx 2084 /5Phos/GTTTATTCGTATTTATAGTTTGGGTAGCGCGTTGCGGTTTCCCTGATTGAT
— ACCCGCA (SEQ ID NO: 98)
Sonda iCDx_2085 | /SHEX/TTTGATCAC/ZEN/GTTTATTCGTATTTATAGTTTGGGTAGCGC/3IABKFQ/
Tagman B (SEQ ID NO: 99)
Cebador |. ]
iCDx_2086 TGGATCGAGACGGAATGCAAC (SEQ ID NO: 102)
Tagman —
Cebador iCDx_2087 TGCGGGTATCAATCAGGGAAAC (SEQ ID NO: 103)
Tagman —
Blogueant | GTT+A+T+GT+GH+ATT+A+T+GT+TT+AT+T+T+GT+AT
edela iCDx_2088
PCR TT (SEQ ID NO: 104)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleodtido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina
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Ejemplo empirico 6 - Diseio de cebador para deteccion de la metilacion y mutaciones

Se llevd a cabo el disefio del ensayo de metilacion llevando a cabo en primer lugar el analisis informatico de la
secuencia del ADN gendmico de la Vimentina (VIM) y de los genes TMEM90B para identificar posibles sitios de CG
altamente metilados. Tras el analisis informatico y la identificacion de multiples sitios de metilacion, se seleccionaron
tres a cuatro sitios en cada gen para el desarrollo de la prueba. Para ayudar en el desarrollo de la prueba, se llevé a
cabo una conversion informatizada con bisulfito del ADN gendmico convertido con bisulfito de los respectivos genes.
Esto se lleva a cabo tanto para la hebra superior como para la inferior para disefiar oligonucleétidos que no estan
incluidos en las secuencias convertidas con bisulfito esperadas. Se llevé a cabo la conversiéon informatizada de la
hebra superior convirtiendo las bases G que no siguen una base 5'C inmediata en bases A (Conversiéon de G-A para
todas las G que no son CG) y para la hebra inferior que se convierte en una base C proxima a una base 3'G inmediata
en bases T (conversion de C-T para todas las bases C que no son CG). Los criterios de disefio para el ensayo de
ligadura comienzan identificando la base discriminante que es tanto la C metilada como la G adyacente (en la que la
C de la hebra complementaria esta metilada), como la identificacion de numerosos rasgos adicionales de la secuencia
que ayudarian a los criterios de disefio de los inventores, incluyendo evitar secuencias con muy poco contenido de
GC tras la conversion con el bisulfito. Una vez que se han seleccionado los sitios metilados para el desarrollo del
ensayo, se evalla el mismo sitio en las hebras superior e inferior. Se utilizé una estrategia en cuatro etapas para
disefiar oligonucledtidos para este ensayo. La primera etapa es disefiar los oligonucleétidos en direccion 5'y 3' para
la reaccion de deteccion de la ligasa (LDR). En segundo lugar, disefiar un oligonucledtido directo e inverso especificos
de gen para cubrir el sitio de la LDR y los oligonucleétidos de la LDR con un amplicon especifico de gen con de 100 a
140 bases de longitud total. Tercera, disefiar las sondas marcadas con colorante fluorescente (FAM y HEX™) que
cubren el sitio de ligadura y se unen especificamente al producto de la LDR ligado. Y la etapa final es disefar una
sonda de un acido nucleico boqueado WT (LNA™) correspondiente para bloquear la amplificacion de la regién del
promotor sin metilar tratada con bisulfito.

...AGCCGGCCGAGCTCCAGCCGGAGCTACGTGACTACGTCCACCCGCACCTACAG

CCTGGGCAGCGCGCTGCGCCCCAGCACCAGCCGCAGCCTCTACGCCTCGTCCCCG

GGCGGCGTGTATGCCACGCGCTCCTCTGC... (SEQIDNO: 137)

...AACCGACCGAACTCCAACCGAAACTACGTAACTACGTCCACCCGCACCTACAACC
TAAACAACGCGCTACGCCCCAACACCAACCGCAACCTCTACGCCTCGTCCCCGAAC
GACGTATATACCACGCGCTCCTCTAC...(SEQ ID NO: 131)

La secuencia genémica del sitio 3 (S3) de VIM superior antes de la conversion con bisulfito y después de la conversion
con bisulfito. (Los nucledtidos en negrita de color rojo) representan el sitio S3 de la metilacion)

Las sondas de oligonucleétidos de la LDR en direccién 5' (Up) se disefian con una Tr, de 64-66 °C, siendo el extremo
3' en la base discriminante de interés tanto C como G en la CG metilada. Una vez que se selecciona la secuencia del
cebador y en el intervalo de Tr, requerido, se utiliza una técnica de extension no especifica del bloqueo, basada en el
método de escision con RNaseH2™de IDT (Coralville, la) para afiadir una base de ARN complementaria inmediata al
lado 3' de la base discriminante seguido por dos bases de ADN emparejadas en la segunda y tercera posicion y las
dos bases de ADN emparejadas incorrectamente (preferentemente, cualquiera de los emparejamientos incorrectos G-
T o A-C) en la cuarta y quinta (o la tercera y quinta) posiciones, seguido por la adicién de un separador C3 en 3'. La
cola de cinco bases general y el separador se usan para bloquear la extension no especifica desactivada de la sonda
LDR anterior. Para la sonda de oligonucledtidos de LDR en direccion 5', se utiliza también un emparejamiento
incorrecto adicional (preferentemente cualquier emparejamiento incorrecto de G-T o A-C) en la posicion adyacente,
segunda, o tercera del lado 5' de la base discriminante. Las modificaciones adicionales incluyen un separador C3 en
5' para bloquear la digestion de la exonucleasa lambda de los productos de los productos de ligadura. Tras la seleccion
y la modificacion del oligonucledtido en direcciéon 5', se afiadid una secuencia marcadora correspondiente a un
oligonucledtido directo para un experimente posterior de PCR en tiempo real al lado 5' de la secuencia. Las secuencias
marcadoras se seleccionan de una lista de parejas de cebadores directos e inversos de oligonucledtidos de la gPCR
que se disefiaron anteriormente.

Secuencia de la sonda LDR en direccion 5"
AACTCCAACCGAAACTACGTAACTGCGrUCCgt/3SpC3/ (SEQ ID NO: 132)
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Secuencia marcadora en 5' + Secuencia de la sonda LDR en direccién 5"
TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTACGTAACTGCGrUCCgt/3SpC3 / (SEQ ID NO: 133)

Secuencia marcadora en 5' + Secuencia de la sonda LDR en direccion 5' con el Separador en 5' y un
emparejamiento incorrecto en la cuarta y quinta posiciones de escision:

/5SpC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTACGTAACTGCGrUCCgt/

3SpC3/ (SEQ ID NO: 36)

Secuencia marcadora en 5 + Secuencia de la sonda LDR en direccion 5' con el Separador en 5' y un
emparejamiento incorrecto en la tercera y quinta posiciones de escision:

/58pC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTACGTAACTGCGrUCtAY
3SpC3/ (SEQ ID NO: 42)

Cebador directo de la gPCR: 5- TAGACACGAGCGAGGTCAC 3' (SEQ ID NO: 39)
...AACCGACCGAACTCCAACCGAAACTACGTAACTaCGTCCACCCGCACCTACAAC
CTAAACAACGCGCTACGCCCCAACACCAACCGCAACCTCTACGCCTCGTCCCCGAAC

GACGTATATACCACGCGCTCCTCTAC... (SEQ ID NO: 131)

ADN gendmico convertido con bisulfito en VIM S3-localizacion de la LDR en direccién 5' en negrita, emparejamiento

incorrecto en la tercera posicion de un sitio "a" mindscula, y el sitio de escision del ARN subrayado.

Se disefo la sonda de oligonucledtidos LDR en direccion 3' (Dn) en la base inmediatamente siguiente del lado 3' de
la base discriminante. Las sondas de oligonucleétidos se disefiaron con una T, de 70-72 °C grados. Al igual que la
sonda en direcciéon 5', se afnadid6 una secuencia marcadora seleccionada al extremo 3' de la secuencia. Las
modificaciones adicionales realizadas para el disefio implican la adicion de un emparejamiento incorrecto en la cuarta
posicién mas cercana al lado 5' y la inclusién de bases emparejadas incorrectamente adicionales en el extremo 3' en
el oligonucledtido correcto antes de la secuencia marcadora en tiempo real.

Secuencia de la sonda LDR en direccion 3': /5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAACGC (SEQ ID NO:
134)

Sonda de la LDR en direccion 3' + Secuencia del cebador marcador complementario en 3"
/5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAACGCGTGCAAAATTCAGGCTGTGCA (SEQ ID NO: 37)

Oligonuclestidos en direccion 3' con emparejamiento incorrecto en la cuarta posicion y bases adicionales que separan
la secuencia genomica tratada con bisulfito de la secuencia de la gPCR:

/5Phos/TCCaCCCGCACCTACAACCTAAACAACGCGCTGTGCAAAATTCAGGCTGTGCA (SEQ ID NO: 135)

Cebador inverso de la qPCR: 5'-TGCACAGCCTGAATTTTGCAC -3' (SEQ ID NO: 40)

...AACCGACCGAACTCCAACCGAAACTACGTAACTACGTCCACCCGCACCTACAAC
CTAAACAACGCGCTACGCCCCAACACCAACCGCAACCTCTACGCCTCGTCCCCGAA
CGACGTATATACCACGCGCTCCTCTAC... (SEQ ID NO: 131)

ADN gendmico convertido con bisulfito en 55 VIM S3-Localizacion de la LDR en direccion 3' (Dn) en negrita, el sitio
CG de metilacion esta subrayado

Se disefiaron cebadores de oligonucledtidos directos (FP) e inversos (RP) especificos de gen inmediatamente en
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direccion 5' de las sondas de oligonucleétidos LDR con un solapamiento significativo de la sonda de oligonucleétidos
LDR en direccién 5' con una longitud de amplicon total de aproximadamente 100-140 bases. Los cebadores de
oligonucledtidos directo e inverso especificos de gen se disefiaron con una T, de 62-64 °C. El cebador inverso se
disefo adicionalmente en direccion 3' y sin solapamiento de la sonda de oligonucleétidos LDR Dn, para incorporar
sitios de restriccion CGCG adicionales cuando estén presentes para discriminacion adicional de sitios metilados.
Preferentemente, uno o mas sitios de restriccion Bsh12361 (CGCG) estan presentes en el ADN diana para permitir
una escision opcional de un ADN sin metilar antes de la conversién con bisulfito. Opcionalmente, el cebador inverso
tiene una cola no especifica de 10 bases afiadida al extremo 5' para evitar la formacién del cebador-dimero con los
otros cebadores inversos. Los cebadores tanto directo como inverso utilizan también el artificio de escision del ARN
en el extremo 3' del cebador, pero, a diferencia de las sondas de oligonucledtidos de la LDR, los cebadores solo tienen
un emparejamiento incorrecto en el extremo 3' adyacente al grupo bloqueante.

Cebador directo: 5-GAACTCCAACCGAAACTACGTAArCTACa/3SpC3/ (SEQ ID NO: 31)
Cebador inverso: 5-ACGAGGCGTAGAGGTTGCrGGTTa/3SpC3/ (SEQ ID NO: 136)

Cebador inverso + Cola de 10 bases
5' GGTGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCrGGTTA/3SpC3/ (SEQ ID NO: 32)

Cebador directo e inverso que contiene una base con emparejamiento incorrecto (minuscula y negrita) en la porcion
de escision del ARN del cebador

CAACCGACCGAACTCCAACCGAAACTACGTAACTACGTCCACCCGCACCTACAAC
CTAAACAACGCGCTACGCUCCCAACACCAACCGCAACCTCTACGCCTCGTCCCCGA
ACGACGTATATACCACGCGCTCCTCTAC...(SEQ ID NO: 131)

ADN gendmico convertido con bisulfito en VIMS3-Cebadores directo (FP) es inverso (RP) especificos de gen en
negrita, se alargo el sitio CG de metilacion, las regiones del sitio de escision del ARN estan subrayadas

De los tres a cuatro sitios identificados en el anterior analisis, se seleccionaron dos sitios para el desarrollo del ensayo
tanto en la hebra superior como en la hebra inferior. Para diferenciar entre los dos sitios, se disefiaron sondas en
tiempo real especificas de hebra para cubrir el producto de ligadura con sondas FAM o 5' HEX™ marcadas en 5'
especificas de sitio. Se disefiaron sondas en tiempo real disefiadas para incorporar el emparejamiento incorrecto en
la tercera posicion que se incorporé en la sonda LDR en direccion 5' en el lado 5' de la base discriminante, y se disefio
una sonda adicional para cubrir el emparejamiento incorrecto en 5' y el emparejamiento incorrecto opcional en la cuarta
posicién en el lado 3' de la base discriminante en la sonda en direccién 3'. Se disefiaron las Tr, de las sondas para 68-
70 °C. Inicialmente, se disefaron las sondas para tener una cobertura igual de los lados 5' y 3' del sitio de ligadura,
pero se disefiaron sondas adicionales con un sesgo de cobertura de 1/3 en el lado (5') seguido por 2/3 en el lado en
direccion 3' (3') del sitio de ligadura, que tenia en la mayoria de casos 7 bases en direccion 5' y 15 bases en direccion
3' del sitio de ligadura para la mayoria de las sondas. Para evitar problemas con una fluorescencia baja del colorante
FAM cuando se acopla a una base G, se disefiaron todas las sondas evitando una base G en su primera base en su
primera base en 5' de tal manera que los colorantes se pueden intercambiar segun sea necesario sin necesidad de
modificacion de la secuencia. Las modificaciones adicionales implican la adicion de emparejamientos incorrectos
inmediatamente después del colorante fluorescente. Se sintetizaron las sondas a partir de IDT y utilizan un inactivador
de nueve bases ZEN™ (IDT) desde el lado 5', y un inactivador fluorescente lowa Black® FQ (IDT) en el extremo 3'.

Sonda en tiempo real con emparejamiento incorrecto en la tercera posicion del emparejamiento (negrita):
/SHEX/ITAACTGCGT/ZEN/CCACCCGCACCTAC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO: 38)

Sonda en tiempo real con emparejamiento incorrecto en la tercera posicion del emparejamiento (negrita) y dos
bases adicionales:

/SHEXMTAACTGC/ZEN/GTCCACCCGCACCTAC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO: 44)

/SHEXMTAACTGC/ZEN/GTCCGCCCGCACCTAC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO: 45)
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...AACCGACCGAACTCCAACCGAAACTACGTAACTaCGTCCACCCGCACCTACAAC

CTAAACAACGCGCTACGCCCCAACACCAACCGCAACCTCTACGCCTCGTCCCCGAAC

GACGTATATACCACGCGCTCCTCTAC...(SEQ ID NO: 131)

ADN gendmico convertido con bisulfito en VIM S3-Sitio de la sonda en tiempo real, sitio "a

minuscula con

emparejamiento incorrecto en la tercera posicion en direccion 5' y sitio A subrayado del emparejamiento

incorrecto en la cuarta posicién en direccion 3'

Se disefiaron cebadores bloqueantes para el acido nucleico bloqueado (LNA™) para reducir la amplificacion de la
diana sin metilar tratada con bisulfito, teniendo una sonda de LNA perfectamente emparejada que se une a la diana
sin metilar tratada con bisulfito y utilizando 5-10 bases bloqueadas (LNA) para evitar la amplificacion. Las sondas de
bloqueo de LNA, se sintetizaron por Exigon (Woburn, Ma) con una T, de 72-75 °C.

Tabla 26. Lista de oligonucleétidos de deteccion de la metilaciéon

iCDx-2031-VIM-S3-FP,G
AACTCCAACCGAAACTACGTAArCTACA/3SpC3/
(SEQ ID NO. 31)

Oligonucledtido directo de amplificacion por PCR

iCDx-2032A-VIM-S3-
RP,GGTGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCIGG
TTA/3 SpC3/ (SEQ ID NO. 32)

Oligonucledtido inverso de la amplificacion por PCR

iCDx-2033A-VIM-S3-

Up, TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGA
AACTACGTAACTGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID
NO. 36)

Oligonucledtido de LDR en direccion 5' con
emparejamiento incorrecto en la tercera posicion y
emparejamientos incorrectos en los sitios de escision 4° y
5° (negrita)

iCDx-2033B-VIM-S3-
Up,/5SpC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCA
ACC GAAACTACGTAACTGCGrUCCGT/3SpC3/
(SEQ ID NO. 41)

Oligonucledtido de LDR en direccion 5' con
emparejamientos incorrectos en la tercera posiciéon y en el
sitio de escision en la posicion 42 y 52 (negrita) y el
Separador C3 en 5'

iCDx-2033D-VIM-S3-
Up,/5SpC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCA
ACC GAAACTACGTAACTGCGrUCTAT/3SpC3/
(SEQ ID NO. 42)

Oligonucledtido de LDR en direccion 5' con
emparejamientos incorrectos en la tercera posiciéon y en el
sitio de escision en la tercera y la quinta (negrita) y el
Separador C3 en 5'

iCDx-2034A-VIM-S3-
Dn,/5Phos/TCCACCCGCACCTACAACCTAAACAAC
GCG TGCAAAATTCAGGCTGTGCA (SEQ ID

NO. 37)

Oligonucledtido de LDR en direccion 3'

iCDx-2034D-VIM-S3-
Dn,/5Phos/TCCGCCCGCACCTACAACCTAAACAAC
GCGCTGTGCAAAATT CAGG CTGTG C A (SEQ ID
NO. 43)

Oligonucledtido de LDR en direccion 3' con
emparejamiento incorrecto en la cuarta posicion (negrita)

iCDx-2035A-VIM-S3-RT-Pb,
/SHEX/TAACTGCGT/ZEN/CCACCCGCACCTAC/3IA
BKFQ/ (SEQ ID NO. 38)

Sonda en tiempo real con emparejamiento incorrecto en la
tercera posicion del emparejamiento (negrita)

iCDx-2035B-VIM-S3-RT-Pb,
ISHEX/ttTAACTGC/ZEN/GTCCACCCGCACCTAC/3!
ABK FQ/ (SEQ ID NO. 44)

Sonda en tiempo real con emparejamiento incorrecto en la
tercera posicion del emparejamiento (negrita) y
emparejamientos incorrectos presecuencia (minuscula)

iCDx-2035D-VIM-S3-RT-Pb, 5H
EX/ttTAACTGC/ZEN/GTCCGCCCGCACCTAC/3IAB
kF Q/ (SEQ ID NO. 45)

Sonda en tiempo real con emparejamiento incorrecto en la
tercera posicion del emparejamiento (negrita en direccion
5") y emparejamientos incorrectos en la cuarta posicion
(negrita en direccion 3') y emparejamientos incorrectos
presecuencia (minuscula)

iCDx-2036-VI M-S3-RT -FP, T
AGACACGAGCGAGGTCAC (SEQ ID NO. 39)

Cebador directo en tiempo real

iCDx-2037-VIM-S3-RT-
RP,TGCACAGCCTGAATTTTGCAC (SEQ ID
NO. 40)

Cebador inverso en tiempo real

VIM-S3-LNA1,CA+TAA+CT+AC+AT+CC+AC+CCA
(SEQ ID NO. 33)

Sonda de LNA ("+" = base nucleica bloqueada)
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(continuacion)
VIM-S3-LNA2,CA+TAA+CT+AC+AT+C+C+AC+CCA
(SEQ ID NO. 34)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™ /ZEN/-ZEN™ Flourescent Quencher™,
/31ABKFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleoétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina

Sonda de LNA ("+" = base nucleica bloqueada)

Se llevé a cabo la deteccidn de la mutacion en un nimero de oncogenes de cancer diferentes y supresores tumorales
que hospedad mutaciones de punto caliente conocidas incluyendo KRAS (G12A, G12D, G12S, G12C y G12V), BRAF
(V600E, 1799T>A), y Tp53 (R248Q, 743G>A). El ensayo se llevd a cabo de forma similar al ensayo de metilacién
usando una estrategia de Reacciones de Deteccion de la Ligasa cuantitativas (LDR) excepto que la base discriminante
estd localizada en la mutacion de interés.

Las sondas de oligonucleétidos en direccion 5' de LDR (Up) se disefian con una Tr, de 64-66 °C en direccion 5' de un
extremo en la mutacion (base discriminante de interés). Una vez que se selecciona el cebador fuera de esta base y
en el intervalo de Tr requerido, la técnica de extension no especifica del bloqueo basada en el método de escision de
la RNaseH2™ de IDT (Coralville, | a) se utiliza para afiadir una base de ARN complementaria inmediata al lado 3' de
la base discriminante seguido por dos bases de ADN emparejadas en la segunda y tercera posicién y dos bases de
ADN emparejadas incorrectamente (G-A, C-T) en la cuarta y la quinta posicién seguido por la adicion de un Separador
C3 en 3'. La cola de cinco bases general y el separador se usan para bloquear la extension no especifica desactivada
de la sonda LDR anterior. Para la sonda de oligonucledtidos de LDR en direccion 5' se utiliza también un
emparejamiento incorrecto adicional (preferentemente, cualquiera de un emparejamiento incorrecto G-T o A-C) en la
posicion adyacente, segunda o preferentemente tercera en el lado 5' de la base discriminante. Tras la seleccion y la
modificacion del oligonucledtido en direccion 5', se afiadié una secuencia marcadora correspondiente a un cebador
directo para un experimente posterior de PCR en tiempo real en el lado 5' de la secuencia LDR en direccién 5'. Las
secuencias marcadoras se seleccionan de una lista de parejas de cebadores directos e inversos de oligonucleétidos
de la gPCR que se disefiaron anteriormente.

iCDx-308-Br600_(3)-L_Up_Rm:

5’ TAGCGATAGTACCGACAGTCACGcctAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACGGATr
GAAA¢/3SpC3/ (SEQ ID NO: 4)

Ejemplo del oligonucledtido de LDR en direccion 5' (de 5': etiqueta en mayuscula y negrita, secuencia enlazadora corta
en minudscula y cursiva, secuencia de la sonda LDR en direccion 5' en mayuscula con emparejamiento incorrecto en
la posicion 3 antes de la mutacion en negrita, y emparejamiento incorrecto en la ultima posicion de una cola de cinco
bases en negrita y mindscula)

Se disefiaron sondas LDR en direccién 5' adicionales como se ha descrito anteriormente, con las siguientes
modificaciones: para las sondas LDR de la version "A", la base de ARN inmediata al lado 3' de la base discriminante
seguida de tres bases de ADN emparejadas en la segunda, tercera, y cuarta posicion y una base de ADN emparejada
incorrectamente (G-A, C-T) en la quinta posicion seguido por la adicion de un Separador C3 en 3'; para las sondas
LDR de la version "B", la base de ARN inmediata al lado 3' de la base discriminante seguida por dos bases de ADN
emparejadas en la segunda y tercera posicion y dos bases de ADN emparejadas incorrectamente (G-A, CT) en la
cuarta y la quinta posicion seguido por la adicion de un Separador C3 en 3'; para las versiones "D" de las sondas LDR,
la base de ARN inmediata al lado 3' de la base discriminante seguida por dos bases de ADN emparejadas en la
segunda y la cuarta posicion y dos bases de ADN emparejadas incorrectamente (G-A, C-T) en la tercera y la quinta
posicion seguido por la adicion de un Separador C3 en 3'. Adicionalmente, la version "A", "B" y "D" de las sondas LDR
en la posicion 5' tenia una base de ADN emparejada incorrectamente (G-A, C-T) en la tercera posicion de la unién por
ligadura (es decir, el extremo 3' tras la escisiéon con ARNasaH) y la versién "D" de las sondas LDR en direccion 3'
tenian una base de ADN emparejada incorrectamente (G-A, C-T) en la cuarta posicion de la unién por ligadura (es
decir, el extremo 5').

Se disefo la sonda de oligonucledtidos LDR en direccion 3' (Dn) en la base inmediatamente siguiente del lado 3' de
la base discriminante. Los oligonucledtidos se disefiaron con una T, de 68 °C grados. Se afiadié6 una secuencia
marcadora correspondiente al complemento inverso del cebador inverso para un experimento posterior de PCR en
tiempo real en el lado 3' de la secuencia especifica de LDR. Al igual que la sonda de oligonucledtidos de LDR en
direccion 5', estas secuencias se seleccionaron también a partir de una lista predeterminada de parejas 6ptimas de
cebadores de la gPCR.

iCDx-276-Br600-L_Dn_ P:

/5Phos/GAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATtggtGTGCGGAAACCTATCGTCGA (SEQ ID NO: 5)

Ejemplo de un oligonucledtido de LDR en direccion 3' (desde 5'": secuencia de la sonda LDR en direccion 5' en
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mayusculas, secuencia enlazadora corta en mindsculas y cursiva, y seguido por una etiqueta la PCR en tiempo real
en mayusculas y negrita)

Los cebadores directo (FP) e inverso (RP) especificos de gen para la etapa de la PCR se disefiaron inmediatamente
en la direccién 5' o en direccion 3', respectivamente, de las sondas de oligonucledtidos de LDR. Existe un solapamiento
significativo entre el FP y la sonda de oligonucledtidos de LDR, y no existe solapamiento entre el RP y la sonda de
LDR en direccién 3'. Se disefiaron cebadores de oligonucledtidos directos e inversos especificos de gen con una Ty,
de 64-66 °C, y con una longitud total del amplicdn de 74-94 bases. De manera adicional, el cebador inverso tiene una
cola de 10 bases no especificas afiadida al extremo 5' para evitar la formacién del cebador-dimero de los cebadores
en direccion 3'. Opcionalmente, los cebadores directo e inverso utilizan también el método de escision RNaseH2™ de
5 bases en el extremo 3' del cebador, pero a diferencia de las sondas de oligonucledtidos de LDR, tenian cero o un
emparejamiento incorrecto en el extremo 3' (cuando este extremo 3' esta en la base mutada que se va a discriminar,
esta se emparejo con la secuencia natural y se emparejé de manera incorrecta con la secuencia mutante).

iCDx-328-Braf_PF_WT_blk2 (método de escision RNaseH2™ de 5 bases con FP y emparejamiento incorrecto en
el extremo 3'): CCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTArGCTAt/3SpC3/ (SEQ ID NO: 1)

iCDx-284-Br600-PR (RP especifico de gen con una cola de 10 bases en negrita, una base enlazadora extra en
cursiva, y una secuencia especifica de gen en mayusculas):
ggtgtcgtggTCAAAATGGATCCAGACAACTGTTCAAAC (SEQ ID NO: 2)

Ejemplo de cebadores de la PCR directo e inverso especificos de gen

para la etapa de la PCR en tiempo real, se disefiaron sondas especificas de hebra en tiempo real marcadas con FAM,
HEX™ o TAMRA en el extremo 5' para cubrir el producto de ligadura a través de la unién entre los cebadores de LDR
en direccion 5' y en direccion 3'. Se disefiaron diferentes sondas para incorporar el emparejamiento incorrecto
adyacente, en la segunda posicion o en la tercera posicion situado en el lado 5' de la base discriminante que se
incorpord en los oligonucledtidos en direccion 5' correspondientes. Se disefiaron las sondas con una Tn, de 68 °C.
Para evitar problemas con la fluorescencia baja del colorante FAM cuando se acopla a una base G, se disefiaron todas
las sondas sin utilizar una base G en su primera base inicial en 5' de tal manera que los colorantes se pueden
intercambiar segun sea necesario sin necesidad de modificacion de la secuencia. Las modificaciones adicionales
implican la adicién de emparejamientos incorrectos inmediatamente después de la sonda fluorescente. Se sintetizaron
las sondas a partir de IDT y la mayoria utilizan un inactivador de nueve bases ZEN™ a partir del lado 5', y un inactivador
fluorescente lowa Black® FQ o lowa Black® RQ (IDT) en el extremo 3.iCDx-277_A4: TAGCGATAG-
TACCGACAGTCAC (SEQ ID NO: 6) iCDx-279_C4: TCGACGATAGGTTTCCGCAC (SEQ ID NO: 7) iCDx-281-
Br600_(3)_Sonda: 5- /56-TAMN/TA CGG AGA AAT CTC GAT GGA GTG GGT /3IAbRQSp/ -3' (SEQ ID NO: 8)

Ejemplo de los oligonucledtidos utilizados en el experimento de la PCR en tiempo real

Se disefiaron cebadores de bloqueo para el acido nucleico bloqueado (LNA™) para reducir la amplificacién de la diana
natural, asi como la ligadura de las sondas de LDR en direcciéon 5' y en direcciéon 3' en la diana natural amplificada.
Para llevar a cabo esto se sintetizé una sonda LNA natural perfectamente emparejada utilizando entre 3-6 bases
bloqueadas por Exigon (Woburn, Ma) con una Ty, de 71-76 °C. Las LNA contienen también un grupo fosfato en 5'y un
separador C3 con tres cebadores para evitar resultados falsos positivos que surgen de la extension de la sonda en el
ADN natural.

iCDx-315-BRAF_FLW: /5Phos/GCTA+C+AG+T+G+AAAT+CTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 3)

Ejemplo de los oligonucledtidos LNA utilizados para bloquear la sefial natural (las bases de LNA se aquellas precedidas
por un signo +)

Como alternativa, Se disefiaron cebadores de bloqueo de acidos nucleicos peptidicos (PNA™) para reducir la
amplificacion de la diana natural, asi como la ligadura de las sondas de LDR en direccién 5' y en direccién 3' en la
diana natural amplificada. Para hacer esto, se disefié un oligonucleétido PNA natural perfectamente emparejado para
incluir 4-8 bases en cada lado de la base discriminante, y para tener una Tm de 70-76 °C. Se sintetizaron
oligonucledtidos de PNA por PNA Bio (Thousand Oaks, CA).

PNA-p53-248-11L: TGAACCGGAGG (SEQ ID NO: 12)

Ejemplo de un oligonucledétido de PNA utilizado para bloquear la sefial natural (la base discriminante esta en negrita,
y esta se empareja con la diana natural)

118



ES 2784342 T3

Tabla 27. Lista de cebadores de detecciéon de la mutacion

Etapa Nombre del Secuencia de Cebador

cebador
BRAF

. iCDx-328-

Cebador directo Braf PF_WT b
PCR

k2

. CCTC ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTArG CTAT/3SpC3/ (SEQ ID
Cebador ICDx-284- NO: 1)
inverso PcR | B600-PR GGTGTCGTGGTCAAAATGGATCCAGACAACT GTTCAAAC (SEQ ID NO: 2)
Sonda iCDx-315-
bloqueante 1 de BRAF FLW /5Phos/GCTA+C+AG+T+G+AAAT+CTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 3)
LNA -

iCDx-308-
LDR en Br600_(3)-
direccion 5' L Up_Rm

TAGCGATAGTACCGACAGTCACGTCCT

iCDx-276- AAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACGGArGAAAC/3SP C3/ (SEQ ID NO:
LDR en Br600-L_Dn_P | 4)/5Phos/GAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATTTGGTGTGCGGAAACCTA
direccion 3' TCGTCGA (SEQ ID NO: 5)
Cebador
marcador iCDx-277_A4 TAGCGATAGTACCGACAGTCAC (SEQ ID NO: 6)
directo
Cebador
marcador iCDx-279_C4 | TCGACGATAGGTTTCCGCAC (SEQ ID NO: 7)
inverso

iCDx-281- ' '
Sonda en Br600_(3)_Son ?D {\fgj'lg?MN/T ACGGAGAAATCTCGATGGAGTGGGT/3IAbRQSp/ -3' (SEQ
tiempo real da )
p53
Cebador directo iCDx-326-p53- )
PCR 248 PF_WT_bl | CCTGCATGGGCGGCATGrAACCG/3SpC3/ (SEQ ID NO: 9)

k2
Cebador iCDx-248-p53- .
inverso PCR 248 PR GGTGTCGTGGAAGTGGCAAGTGGCTCCTGAC (SEQ ID NO: 10)
Sonda
bloqueante 1 de | FVAP93-248- | 5 A CCGGAGG (SEQ ID NO: 11)

10
PNA
Sonda
bloqueante 2 de | - VAPO3-248- | 1o AACCGGAGG (SEQ ID NO: 12)

11L
PNA
DR on 522‘5?_05'P53' TCACTATCGGCGTAGTCACCACAGACGCATGGGCGGCATGAATCAIGAG

; o GT (SEQ ID NO: 13) /3SPC3/

direccién 5 L_Up_ Rm
LDR en iCDx-202-P53- | /5Phos/GAGGCCCATCCTCACCATCATCACGTTGTTGGTGACTTTACCCGG
direccion 3' 248-L_Dn_P AGGA (SEQ ID NO: 14)
Cebador .
marcador k82 0T | TCACTATCGGCGTAGTCACCA (SEQ ID NO:15)
directo —
Cebador
marcador iCDx-244-C2 TCCTCCGGGTAAAGTCACCA (SEQ ID NO: 16)
inverso
Sonda en iCDx-228-p53- | 5'- /56-FAM/CG GCA TGA A/ZEN/T CAG AGG CCC ATC C/3IABkFQ/ (SEQ
tiempo real 248 Probe_s ID NO: 17)
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(continuacion)

Etapa Nombre del Secuencia de Cebador
cebador

KRAS
Cebador directo IKCrD;(éSZZ?-PF TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAIGCTGG/3SpC3/ (SEQ ID NO:
PCR wTbkz _ |1®
Cebador iCDx-303-Kr- | GGTGTCGTGGCGTCCACAAAATGATTCTGAATTAGCTGTA (SEQ ID NO:
inverso PCR 12 1&2 PR 19)
Sonda PNA-Kras
bloqueante 1 de GAGCTGGTGGC (SEQ ID NO: 20)

12_2-11L
PNA
Sonda
bloqueante 2 de | FA-Kras AGCTGGTGGCG (SEQ ID NO: 21)

12_2-11R
PNA

iCDx-393-K-
LDR en 12.103) TTCGTACCTCGGCACACCAACATAACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGG

ornen — AGTTHrGTGAT/3Sp C3/ (SEQ ID NO: 22)

direcciéon 5 L Up Rm
LDR en iCDx-222-Kr- | /5Phos/GTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC
direccioén 3' 12 1-L Dn P | GGCGTGTGGCTCCGTTACTCTGTCGA (SEQ ID NO: 23)
SRR er. ;%Dg'(gg’_”(r' TTCGTACCTCGGCACACCAACATATGAATATA
5 L Do Rm AACTTGTGGTAGTTGGAGCCGHrUGGCA/3Sp C3/ (SEQ ID NO: 27)
R ver. E%Dg'é?_‘"”' TTCGTACCTCGGCACCCAACATATGAATATA
a L Up Am AACTTGTGGTAGTTGGAGCCGHrUGGTA/3Sp C3/ (SEQ ID NO: 28)
RO ver. |ICDX-269Kr- | /5Phos/TGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACG
5 12 2-L_ Dn P |GCGTGTGGCTCCGTTACTCTGTCGA (SEQ ID NO: 29)
Cebador
marcador iCDx-245 A3 TTCGTACCTCGGCACACCA (SEQ ID NO: 24)
directo
Cebador
marcador iCDx-246-C3 | TCGACAGAGTAACGGAGCCA (SEQ ID NO: 25)
inverso
Sonda 1 en iCDx-259-T-Kr- | 5- /5HEX/TT GGA GTT H/IZEN/GT GGC GTA GGC AAG A/3IABKFQ/ -3
tiempo real 12_1 Probe (SEQ ID NO: 26)
Sonda 2 en iCDx-270-Kr- | 5- /5HEX/TAG TTG GAG/ZEN/ CCG HTG GCG TAG G /3IABKFQ/ -3' (SEQ
tiempo real 12_2(3) Probe |ID NO: 30)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleétido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina

Tabla 28. Oligonucleétidos de deteccion de la metilacion

Etapa Nombre Secuencia

Hebra

superior de

VIM-S2

Cebador

directo PCR iCDx-2021-Vim-S2-FP ACCACTCTCGCTCCGAAATrCCCCA/3SpC3/ (SEQ ID NO. 46)
Cebador GGTGTCGTGGCGGATTGGTTTTCGGAGAAGAGGrCG
inverso PCR | iCDx-2022A-Vim-S2-RP AAT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 47)

LDR en

direccion 5' TACCCTCCTAGCTCCGTACATCTCGCTCCGAAATCCTCGrCG
ver-A iCDx-2023A-Vim-S2-Up CTG/3SpC3/
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(continuacion)

Etapa Nombre Secuencia

Hebra

superior de

VIM-S2

LDR en

direcciéon 5' /5SpC3/TACCCTCCTAGCTCCGTACATCTCGCTCCGAAATCCT
ver-B iCDx-2023B-Vim-S2-Up CGrCGCTG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 48)

LDR en

direccién 3' /5Phos/CGCCAAAAACGCAACCGCGCTGTGTTGTCTGGTGGT
ver-A iCDx-2024A-Vim-S2-Dn GCA (SEQ ID NO. 49)

Sonda en

tiempo real /56-FAM/AT CCT CGC G/ZEN/C CAA AAA CGC /3IABKFQ/ (SEQ
ver-B iCDx-2025B-Vim-S2-RT-Pb | ID NO. 50)

Sonda en

tiempo real /56-FAM/CCGAAATCC/ZEN/TCGCGCCAAAAACG/3IABKF Q/
ver-A iCDx-2025A-Vim-S2-RT-Pb | (SEQ ID NO. 51)

Cebador

marcador

directo iCDx-2026-Vim-S2-RT-FP TACCCTCCTAGCTCCGTACA (SEQ ID NO. 52)

Cebador

marcador

inverso iCDx-2027-Vim-S2-RT-RP TGCACCACCAGACAACACA (SEQ ID NO. 53)

Sonda

blogueante 1

de LNA VIM-S2-LNA1 A+AT+CC+CC+AC+AC+CA+A (SEQ ID NO. 54)

Sonda

bloqueante 2

de LNA VIM-S2-LNA2 A+AT+CC+CC+A+C+AC+CA+A (SEQ ID NO. 55)

Sonda

bloqueante 2

de PNA VIM-S2-PNA2 AATCCCCACACCAAA (SEQ ID NO. 56)

Hebra

superior de

VIM-S3

Cebador GAACTCCAACCGAAACTACGTAArCTACA/3SpC3/

directo PCR iCDx-2031-VIM-S3-FP (SEQ ID NO. 31)

Cebador GGTGTCGTGGACGAGGCGTAGAGGTTGCrGGTTA/3SpC3/
inverso PCR | iCDx-2032A-VIM-S3-RP (SEQ ID NO. 32)

LDR en

direcciéon 5' TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCGAAACTACGTAAC
ver-A iCDx-2033A-VI M-S3-Up TGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 36)

LDR en

direcciéon 5' /5SpC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCG

ver-B iCDx-2033B-VIM-S3-Up AAACTACGTAACTGCGrUCCGT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 41)
LDR en

direcciéon 5' /5SpC3/TAGACACGAGCGAGGTCACAACTCCAACCG

ver-D iCDx-2033D-VIM-S3-Up AAACTACGTAACTGCGrUCTAT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 42)
LDR en

direccién 3' /5Phos/TCCGCCCGCACCTACAACCTAAACAACGCGCTGTGCA
ver-D iCDx-2034D-VIM-S3-Dn AAATT CAG GCTGTG C A(SEQID NO. 43)

Sonda en

tiempo real /SHEX/ITTTAACTGC/ZEN/GTCCACCCGCACCTAC/3IABKFQ/
ver-B iCDx-2035B-VIM-S3-RT-Pb | (SEQ ID NO. 44)
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(continuacion)

Etapa

Nombre

Secuencia

Hebra
superior de
VIM-S3

Sonda en
tiempo real
ver-D

iCDx-2035D-VIM-S3-RT-Pb

ISHEX/TTTAACTGC/ZEN/GTCCGCCCGCACCTAC/3IABKFQ/(SE
Q ID NO. 45)

Sonda en
tiempo real
ver-A

iCDx-2035A-VIM-S3-RT-Pb

/SHEX/TAACTGCGT/ZEN/CCACCCGCACCTAC/3IABKFQ/ (SEQ
ID NO. 38)

Cebador
marcador
directo

iCDx-2036-VIM-S3-RT-FP

TAGACACGAGCGAGGTCAC (SEQ ID NO. 39)

Cebador
marcador
inverso

iCDx-2037-VIM-S3-RT-RP

TGCACAGCCTGAATTTTGCAC (SEQ ID NO. 40)

Sonda
blogueante 1
de LNA

VIM-S3-LNA1

CA+TAA+CT+AC+AT+CC+AC+CCA (SEQ ID NO. 33)

Sonda
bloqueante 2
de LNA

VIM-S3-LNA2

CA+TAA+CT+AC+AT+C+C+AC+CCA (SEQ ID NO. 34)

Sonda
bloqueante 2
de PNA

VIM-S3-PNA2

ACATAACTACATCCACCCA (SEQ ID NO. 35)

Hebra inferior

de TMEM-S1

Cebador iCDx-2051-TMEM90B-REV- | GTTAGATATTGGTCGCGGGTTATTATTTGrGACGA/3S pC3/
directo PCR S1-FP (SEQ ID NO. 57)

Cebador iCDx-2052-TMEM90B-REV- | GGTGTCGTGGGCAACCCGCGCGAAAAITAACT/3SpC3/ (SEQ
inverso PCR | S1-RP ID NO. 58)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2053B-TMEM90B- /5SpC3/TGCTTACCCACGATGCACCCGCGGGTTATTATTTGGA
ver-B REV-S1-Up AGCrGATCC/3SpC3/ (SEQ ID NO. 59)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2053D-TMEM90B- /5SpC3/TGCTTACCCACGATGCACCCGCGGGTTATTATTTGGA
ver-D REVS1-Up AGCrGACTC/3SpC3/ (SEQ ID NO. 60)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2053A-TMEM90B- TGCTTACCCACGATGCACCCGCGGGTTATTATTTGGAAGCIG
ver-A REV-S1-Up ATCC/3SpC3/ (SEQ ID NO. 61)

LDR en

direccién 3' iCDx-2054D-TMEM90B- /5Phos/GATCTTTCGTTAGGGTTTTTTTGGTTTGGGTTAAAGTT
ver-D REV-S1-Dn GGTGGGTCGTATGACTTGCTCGCA (SEQ ID NO. 62)

LDR en /5Phos/GATTTTTCGTTAGGG 111111

direccién 3' iCDx-2054A-TMEM90B- 1GGTTTGGGTTAAAGTT GGTCGTATGACTTGCTCGCA (SEQ
ver-A REV-S1-Dn ID NO. 63)

Sonda en /56-

tiempo real iCDx-2055B-TMEM90B- FAM/AATGGAAGC/ZEN/GATTTTTCGTTAGGGTTTTTTTG/3IAB
ver-B REV-S1-RT-Pb kFQ/

Sonda en /56-

tiempo real iCDx-2055D-TMEM90B- FAM/AATGGAAGC/ZEN/GATCTTTCGTTAGGGTTTTTTTG/3IAB
ver-D REV-S1-RT-Pb kFQ/ (SEQ ID NO. 64)

Sonda en /56-

tiempo real iCDx-2055A-TMEM90B- FAM/ATTTGGAAG/ZEN/CGATTTTTCGTTAGGGTTTT/3IABKFQ/
ver-A REV-S1-RT-Pb (SEQ ID NO. 65)
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(continuacion)

Etapa Nombre Secuencia

Hebra inferior

de TMEM-S1

Cebador

marcador iCDx-2056-TMEM90B-REV-

directo S1-RT-FP TGCTTACCCACGATGCACC (SEQ ID NO. 66)
Cebador

marcador iCDx-2057-TMEM90B-REV-

inverso S1-RT-RP TGCGAGCAAGTCATACGACC (SEQ ID NO. 67)
Sonda

bloqueante 1 |iCDx-2058-TMEM90B-REV- | AT+TT+GG+A+T+G+T+GA+TTTTT+T+GTT+AG (SEQ ID
de LNA S1-LNA NO. 68)

Hebra inferior

de TMEM-S3

Cebador iCDx-2061-TMEM90B-REV- | TTTGGGTTGTATTTTGGTGTTTTGTTrATTTA/3SpC3/ (SEQ ID
directo PCR S3-FP NO. 69)

Cebador iCDx-2062-TMEM90B-REV- | GGTGTCGTGGCTAACTCCGCTACGCTCTCAArUTCTA/3SpC3/(
inverso PCR | S3-RP SEQ ID NO. 70)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2063B-TMEM90B- /5SpC3/TTCGCCTACCGCAGTGAACTGGGTTGTATTTTGGTGT
ver-B REV-S3-Up TTTGTTATCTCrGGGGA/3SpC3/ (SEQ ID NO. 71)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2063D-TMEM90B- /5SpC3/TTCGCCTACCGCAGTGAACTGGGTTGTATTTTGGTGT
ver-D REV-S3-Up TTTGTTATCTCrGGAAA/3SpC3/ (SEQ ID NO. 72)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2063A-TMEM90B- TTCGCCTACCGCAGTGAACTGGGTTGTATTTTGGTGTTTTGTT
ver-A REV-S3-Up ATCTCrGGGGA/3SpC3/ (SEQ ID NO. 73)

LDR en

direccién 3' iCDx-2064D-TMEM90B- /5Phos/GGGTGACGCGAAGGGGTTGTTGTGCGAAGTTGAGAC
ver-D REV-S3-Dn ATGGGCTCGCA (SEQ ID NO. 74)

LDR en

direccion 3' iCDx-2064A-TMEM90B- /5Phos/GGGAGACGCGAAGGGGTTGTTGTGGTTGAG AC AT
ver-A REV-S3-Dn GGGCTCGCA (SEQ ID NO. 75)

Sonda en

tiempo real iCDx-2065B-TMEM90B- [SHEX/AATTATCTC/ZEN/GGGAGACGCGAAGGG/3IABKFQ/
ver-B REV-S3-RT-Pb (SEQ ID NO. 76)

Sonda en

tiempo real iCDx-2065D-TMEM90B- /SHEX/AATTATCTC/ZEN/GGGTGACGCGAAGGG/3IABKFQ/
ver-D REV-S3-RT-Pb (SEQ ID NO. 77)

Sonda en

tiempo real iCDx-2065A-TMEM90B- [SHEX/TTTTGTTAT/ZEN/CTCGGGAGACGCGAAGGG/3IABKFQ/
ver-A REV-S3-RT-Pb (SEQ ID NO. 78)

Cebador

marcador iCDx-2066-TMEM90B-REV-

directo S3-RT-FP TTCGCCTACCGCAGTGAAC (SEQ ID NO. 79)

Cebador

marcador iCDx-2067-TMEM90B-REV-

inverso S3-RT-RP TGCGAGCCCATGTCTCAAC (SEQ ID NO. 80)

Sonda

bloqueante 1 | iCDx-2068-TMEM90B-REV-

de LNA S3-LNA TTGTTATT+T+T+GGGAGA+T+G+T+GAAG (SEQ ID NO. 81)
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(continuacion)

Etapa Nombre Secuencia
Hebra inferior
de VIM-S2
Cebador GGTTTAGTTTTTTGTTATTTTCGTTTCGAGGrUTTTA/3SpC3/
directo PCR iCDx-2071-VI M-REV-S2-FP | (SEQ ID NO. 82)
GGTGTCGTGG
Cebador GACGATAACGCGAACTAACTCrCCGAG/3SpC3/ (SEQ ID
inverso PCR | iCDx-2072-VI M-REV-S2-RP | NO. 83)
LDR en
direcciéon 5' iCDx-2073B-VIM-REV-S2- /5SpC3/TTGCAACAGGCTACCGACCGTTTTTTGTTATTTTCGTT
ver-B Up TCGAGGTTCTCrGCGCC/3SpC3/ (SEQ ID NO. 84)
LDR en
direcciéon 5' iCDx-2073A-VIM-REV-S2- TTGCAACAGGCTACCGACCGTTTTTTGTTATTTTCGTTTCGAG
ver-A Up GTTCTCrGCGCC/3SpC3/ (SEQ ID NO. 85)
LDR en /5Phos/GCGTTAGAGACGTAGTCGCGTTTTTATTATTTATATTT
direccion 3' iCDx-2074-VI M-REV-S2-Dn | ATCGCGGGTAGGTAAGGAAGTCACGCA (SEQID NO. 86)
Sonda en
tiempo real iCDx-2075B-VIM-REV-S2- /56-FAM/AG GTT CTC G/ZEN/C GTT AGA GAC GTA GTC
ver-B RT-Pb G/3IABKFQ/ (SEQ ID NO. 87)
Sonda en /56-
tiempo real iCDx-2075A-VIM-REV-S2- FAM/ATTTTCGTT/ZEN/TCGAGGTTCTCGCGTTAGAGA/3IABKF
ver-A RT-Pb Q/ (SEQ ID NO. 88)
Cebador
marcador iCDx-2076-VIM-REV-S2-RT-
directo FP TTGCAACAGGCTACCGACC (SEQ ID NO. 89)
Cebador
marcador iCDx-2077-VIM-REV-S2-RT-
inverso RP TGCGTGACTTCCTTACCTACC (SEQ ID NO. 90)
Sonda
blogqueante 1 |iCDx-2078-VIM-REV-S2- TTT+ T+GAG+GTTTT + T +G+ T +GTT AGAGA+ T +GT A (SEQ
de LNA LNA ID NO.91_

Hebra inferior

de VIM-S3

Cebador GTCGAGTTTTAGTCGGAGTTACGTGrATTAA/3SpC3/ (SEQ ID
directo PCR iCDx-2081-VIM-REV-S3-FP | NO. 92)

Cebador GGTGTCGTGGGAAAACGAAACGTAAAAACTACGACTAArUAC
inverso PCR | iCDx-2082-VI M-REV-S3-RP | TG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 93)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2083B-VIM-REV-S3- /5SpC3/TGGATCGAGACGGAATGCAACCGAGTTTTAGTCGGA
ver-B Up GTTACGTGATCACIrGTTCG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 94)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2083D-VIM-REV-S3- /5SpC3/TGGATCGAGACGGAATGCAACCGAGTTTTA

ver-D Up GTCGGAGTTACGTGATCACrGTCTG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 95)
LDR en

direcciéon 5' iCDx-2083A-VIM-REV-S3- TGGATCGAGACGGAATGCAACCGAGTTTTAGTCGGA GTT
ver-A Up ACGT GAT CACrGTT CG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 96)

LDR en

direccién 3' iCDx-2084D-VIM-REV-S3- /5Phos/GTTCATTCGTATTTATAGTTTGGGTAGCGCGTTGCGTT
ver-D Dn TTGTTTCCCTGATTGATACCCGCA (SEQ ID NO. 97)

LDR en

direcciéon 3' iCDx-2084A-VIM-REV-S3- /5Phos/GTTTATTCGTATTTATAGTTTGGGTAGCGCGTTGCGGT
ver-A Dn TTCCCTGATTGATACCCGCA (SEQ ID NO. 98)

Sonda en

tiempo real iCDx-2085B-VIM-REV-S3- /SHEX/ITTTGATCAC/ZEN/GTTTATTCGTATTTATAGTTTGGGTA
ver-B RT-Pb GCGC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO. 99)
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(continuacion)

Etapa Nombre Secuencia

Hebra inferior

de VIM-S3

Sonda en

tiempo real iCDx-2085D-VIM-REV-S3- /SHEX/TTTGATCAC/ZEN/GTTCATTCGTATTTATAGTTTGGGTA
ver-D RT-Pb GCGC/3IABKFQ/ (SEQ ID NO. 100)

Sonda en

tiempo real iCDx-2085A-VIM-REV-S3- /SHEX/AGTCGGAGT/ZEN/TACGTGATCACGTTTATTCGTATTTA
ver-A RT-Pb TAG/3IABKFQ/ (SEQ ID NO. 101)

Cebador

marcador iCDx-2086-VIM-REV-S3-RT-

directo FP TGGATCGAGACGGAATGCAAC (SEQ ID NO. 102)

Cebador

marcador iCDx-2087-VIM-REV-S3-RT-

inverso RP TGCGGGTATCAATCAGGGAAAC (SEQ ID NO. 103)

Sonda

blogqueante 1 |iCDx-2088-VIM-REV-S3- GTT+A+T+GT+G+ATT+A+T+GT+TT+AT+T+T+GT+AT TT (SEQ
de LNA LNA ID NO. 104)

Hebra

superior de

TMEM90B-S1

Cebador iCDx-2101-TMEM90B-F-S1- | CTAACCGCGAACCACCATCTAArACGCT/3SpC3/(SEQ ID
directo PCR FP NO. 105)

Cebador iCDx-2102-TMEM90B-F-S1- | GGTGTCGTGGTTCGCGCGAAGGTGGTTArUTAAC/3SpC3/
inverso PCR |RP (SEQ ID NO. 106)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2103B-TMEM90B-F- /5SpC3/TTGCATTTCGTTAGCGACACAGCGAACCACCATCTAA
ver-B S1-Up ACACGrATCTT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 107)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2103D-TMEM90B-F- /5SpC3/TTGCATTTCGTTAGCGACACAGCGAACCACCATCTAA
ver-D S1-Up ACACGrATTCT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 108)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2103A-TMEM90B-F- TTGCATTTCGTTAGCGACACAGCGAACCACCATCTAAACACGT
ver-A S1-Up ATCTT/3SpC3/ (SEQ ID NO. 109)

LDR en

direccién 3' iCDx-2104D-TMEM90B-F- /5Phos/ATCTCCCGCTAAAACCTCCCTAATCTAAACCAAAATTA
ver-D S1-Dn ATGTGAGTCGATCTACCCGCA (SEQ ID NO. 110)

LDR en

direccién 3' iCDx-2104A-TMEM90B-F- /5Phos/ATCCCCCGCTAAAACCTCCCTAATCTAAACCTGTGAGT
ver-A S1-Dn CGATCTACCCGCA (SEQ ID NO. 111)

Sonda en /56-

tiempo real iCDx-2105B-TMEM90B-F- FAM/AAAAACACG/ZEN/ATCCCCCGCTAAAACCT/31ABKFQ/
ver-B S1-RT-Pb (SEQ ID NO. 112)

Sonda en /56-

tiempo real iCDx-2105D-TMEM90B-F- FAM/AAAAACACG/ZEN/ATCTCCCGCTAAAACCTCC/3IABKFQ/
ver-D S1-RT-Pb (SEQ ID NO. 113)

Sonda en

tiempo real iCDx-2105A-TMEM90B-F- /56-FAM/CATCTAAAC/ZEN/ACGATCCCCCGCTAA/3IABKFQ/
ver-A S1-RT-Pb (SEQ ID NO. 114)

Cebador

marcador iCDx-2106-TMEM90B-F-S1-

directo RT-FP TTGCATTTCGTTAGCGACACA (SEQ ID NO. 115)

Cebador

marcador iCDx-2107-TMEM90B-F-S1-

inverso RT-RP TGCGGGTAGATCGACTCACA (SEQ ID NO. 116)

Sonda

bloqueante 1 | iCDx-2108-TMEM90B-F-S1-

de LNA LNA CTAAA+C+A+C+A+ATCCCC+C+A+CT (SEQ ID NO. 117)
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(continuacion)

Etapa Nombre Secuencia

Hebra

superior de

TMEM90B-S3

Cebador iCDx-2111-TMEM90B-F-S3- | CTAACCTAAACTACACCTTAATACCTTACCArCCCCT/3SpC3/
directo PCR FP (SED ID NO. 118)

Cebador iCDx-2112-TMEM90B-F-S3- | GGTGTCGTGGTTTTGTTGGGTAGTTTGGTTTCGTTArCGTTC/3
inverso PCR |RP SpC3/ (SEQ ID NO. 119)

LDR en

direccion 5' iCDx-2113B-TMEM90B-F- /5SpC3/TGGATCGAGACGGAATGCAACCTACACCTTAATACCT
ver-B S3-Up TACCACCTCGrAAAGG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 120)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2113D-TMEM90B-F- /5SpC3/TGGATCGAGACGGAATGCAACCTACACCTTAATACCT
ver-D S3-Up TACCACCTCGrAAGAG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 121)

LDR en

direcciéon 5' iCDx-2113A-TMEM90B-F- TGGATCGAGACGGAATGCAACCTACACCTTAATACCTTACCA
ver-A S3-Up CCTCGrAAAGG/3SpC3/ (SEQ ID NO. 122)

LDR en /5Phos/AAAGACGCGAAAAAACTACTATACGAATTCGATAAAAA
direccién 3' iCDx-2114D-TMEM90B-F- CTAATAAAACCGAAAACTGTTTCCCTGATTGATACCCGCA
ver-D S3-Dn (SEQ ID NO. 123)

LDR en /5Phos/AAAAACGCGAAAAAACTACTATACGAATTCG

direccion 3' iCDx-2114A-TMEM90B-F- ATAAAAACTAATAAAACCGTTTCCCTGATTGATACCCGCA
ver-A S3-Dn (SEQ ID NO. 124)

Sonda en

tiempo real iCDx-2115B-TMEM90B-F- /SHEX/ITTCACCTCG/ZEN/AAAAACGCGAAAAAACTACT/3IABKF
ver-B S3-RT-Pb Q/ (SEQ ID NO. 125)

Sonda en

tiempo real iCDx-2115D-TMEM90B-F- /SHEX/ITTCACCTCG/ZEN/AAAGACGCGAAAAAACTACTATACG/
ver-D S3-RT-Pb 3IABKFQ/ (SEQ ID NO. 126)

Sonda en

tiempo real iCDx-2115A-TMEM90B-F- /5H EX/ICCTTACCAC/ZEN/CTCGAAAAACGCGAA/31ABKFQ/
ver-A S3-RT-Pb (SEQ ID NO. 127)

Cebador

marcador iCDx-2116-TMEM90B-F-S3-

directo RT-FP TGGATCGAGACGGAATGCAAC (SEQ ID NO. 128)

Cebador

marcador iCDx-2117-TMEM90B-F-S3-

inverso RT-RP TGCGGGTATCAATCAGGGAAAC (SEQ ID NO. 129)

Hebra

superior de

TMEM90B-S1

Sonda

bloqueante 1 | iCDx-2118-TMEM90B-F-S3-

de LNA LNA ACCACCC+C+A+AAAAA+C+A+C+AA (SEQ ID NO. 130)

/5SpC3/ - Separador C3 en 5', /3SpC3/ - Separador C3 en 3', /5Phos/ - 5' Fosfato, /56-FAM/ - Colorante
Fluorescente Fam en 5', /SHEX/ - Colorante Fluorescente HEX™, /ZEN/ - ZEN™ Flourescent Quencher™,
/3IABKFQ/ - Inactivador fluorescente lowa Black® en 3', gama espectral verde a rosa, "+" - Base de acido
nucleico bloqueada, "rA" - base de ribonucleétido riboadenosina; "rT" - base de ribonucleétido ribotimidina; "rG" -
base de ribonucleodtido riboguanosina; "rC" - base de ribonucledétido ribocitosina
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia
de nucledtidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la
muestra, o de otras muestras, en uno o mas nucleétidos, uno o0 mas numeros de copias, una o mas secuencias de
transcritos, y/o uno o mas restos metilados, comprendiendo dicho método:

proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen potencialmente
la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos
nucleicos en uno o mas nucledtidos, uno o mas nameros de copias, una o mas secuencias de transcritos y/o uno
0 mas restos metilados;

proporcionar una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo
(dU) en la muestra;

proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de
cebadores de oligonucleétidos primarios (a) un primer cebador de oligonuclétidos primario que comprende una
secuencia de nucledtidos que es complementaria de una secuencia adyacente a la secuencia de nucleétidos diana
y (b) un segundo cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de una parte de un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonuclétidos
primario;

combinar la muestra, el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos primarios, la una o mas enzimas
capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) en la muestra, una mezcla
de desoxinucledtidos, que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccién en cadena
de la polimerasa;

someter la mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa a condiciones adecuadas para digerir las moléculas
de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccidon en cadena de la
polimerasa, y uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando asi productos de
extensién primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma;
combinar los productos de extension primarios con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos
para formar una mezcla de reaccion de ligadura, en donde cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende
(a) una primera sonda de oligonucledtidos que tiene un porcion especifica del cebador en 5' y una porcion
especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d oligonucleétidos que tiene un
porcion especifica de la secuencia de nucleétidos diana en 5'y una porcion especifica del cebador en 3'y en donde
la primera y la segunda sondas de nucleétidos de un conjunto de sondas estan configuradas para hibridarse, de
forma especifica de la base, sobre una secuencia de nucleétidos diana complementaria de un producto de
extension primario;

someter la mezcla de la reaccion de ligadura a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, por lo cual, la primera y
la segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si
para formar secuencias de productos ligadas en la mezcla de reaccion de ligadura en donde cada secuencia de
producto ligada comprende la porcién especifica del cebador en 5', las porciones especificas de la diana y la
porcién especifica del cebador en 3';

proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos secundarios, comprendiendo cada conjunto
de cebadores de oligonucledtidos secundarios (a) un primer cebador de oligonucleétidos secundarios que
comprende la misma secuencia de nucleétidos que la porcidn especifica del cebador en 5' de la secuencia del
producto ligada y (b) un segundo cebador de oligonucleétidos secundarios que comprende una secuencia de
nucledtidos que es complementaria de la porcion especifica del cebador en 3' de la secuencia del producto ligada;
combinar las secuencias de productos ligadas, el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos
secundarios, la una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen
desoxiuracilo (dU), una mezcla de desoxinucleétidos que incluye dUTP y una ADN polimerasa para formar una
segunda mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa;

someter la segunda mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa a condiciones adecuadas para digerir las
moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reacciéon en cadena
de la polimerasa, y en uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento
de desnaturalizacion, un tratamiento de hibridaciéon y un tratamiento de extension, formando de esta manera
productos de extension secundarios; y

detectar y distinguir los productos de extension secundarios en la muestra para identificar la presencia de una o
mas moléculas de acidos nucleicos que contienen secuencias de nucleétidos diana que difieren de las secuencias
de nucledtidos en otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra en uno o mas nucleétidos, uno o0 mas nimeros
de copias, una o mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados.

2. Un método para identificar, en una muestra, una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia
de nucledtidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos nucleicos de la
muestra, o de otras muestras, mediante uno o mas nucleétidos, uno o mas nimeros de copias, una o mas secuencias
de transcritos y/o uno o mas restos metilados, comprendiendo dicho método:

proporcionar una muestra que contiene una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen potencialmente
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la secuencia de nucleétidos diana que difiere de las secuencias de nucleétidos de otras moléculas de acidos
nucleicos en uno o mas nucledtidos, uno o mas nameros de copias, una o mas secuencias de transcritos y/o uno
0 mas restos metilados;

proporcionar una o mas enzimas capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo
(dU) en la muestra;

proporcionar uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucledtidos primarios, comprendiendo cada conjunto de
cebadores de oligonucledtidos primarios (a) un primer cebador de oligonuclétidos primario que comprende una
secuencia de nucledtidos que es complementaria de una secuencia adyacente a la secuencia de nucleétidos diana
y (b) un segundo cebador de oligonuclétidos primario que comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de una parte de un producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonuclétidos
primario;

combinar la muestra, el uno o mas conjuntos de cebadores de oligonucleétidos primarios, la una o mas enzimas
capaces de digerir las moléculas de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) en la muestra, una mezcla
de desoxinucledtidos que incluye dUTP, y una ADN polimerasa para formar una mezcla de la reaccion en cadena
de la polimerasa;

someter la mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa a condiciones adecuadas para digerir las moléculas
de acidos nucleicos que contienen desoxiuracilo (dU) presentes en la mezcla de la reaccidon en cadena de la
polimerasa, y uno o mas ciclos de reaccién en cadena de la polimerasa que comprenden un tratamiento de
desnaturalizacién, un tratamiento de hibridacion y un tratamiento de extension, formando asi productos de
extensién primarios que comprenden la secuencia de nucleétidos diana o un complemento de la misma;
combinar los productos de extension primarios con una ligasa y uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleotidos
para formar una mezcla la reaccién de ligadura, en donde cada conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende
(a) una primera sonda de oligonucleétidos que tiene un porcion en 5' y una porcion especifica de la secuencia de
nucledtidos diana en 3', y (b) una segunda sonda d oligonucledtidos que tiene un porcién especifica de la secuencia
de nucledtidos diana en 5' y una porcion en 3', en donde la porcién en 5' de la primera sonda de oligonucleétidos
del conjunto de sondas es complementaria de una porcion de la porcion en 3' de la segunda sonda de
oligonucledtidos, en donde una sonda del conjunto de sondas comprende un resto generador de sefal detectable,
y en donde la primera y la segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas estan configuradas para
hibridarse, de forma especifica de la base, sobre una secuencia de nucleétidos diana complementaria de un
producto de extension primario;

someter la mezcla de la reaccion de ligadura a uno o mas ciclos de reaccion de ligadura, por lo cual, la primera y
la segunda sondas de oligonucleétidos del uno o mas conjuntos de sondas de oligonucleétidos se ligan entre si
para formar secuencias de productos ligadas en la mezcla de reaccion de ligadura en donde cada secuencia de
producto ligada comprende la porcion en 5', las porciones especificas diana, la porcion en 3'y el resto generador
de sefial detectable;

hibridar la porcién en 5' de la secuencia del producto ligada a su porcién complementaria en 3';

detectar la sefial procedente del resto generador de sefial detectable que se produce tras dicha hibridacion; y
distinguir las secuencias de producto ligadas en la muestra basandose en dicha deteccion para identificar la
presencia de una o mas moléculas de acidos nucleicos que contienen secuencias de nucleétidos diana que difieren
de las secuencias de nucleétidos en otras moléculas de acidos nucleicos de la muestra en uno o mas nucledtidos,
uno o mas numeros de copias, una o0 mas secuencias de transcritos, y/o uno o mas restos metilados.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2 que comprende ademas:

poner en contacto la muestra con al menos una primera enzima sensible a la metilaciéon para formar una mezcla de
reaccion con la enzima de restriccién antes de, o al mismo tiempo que, dicha mezcla para formar una mezcla de la
reaccion en cadena de la polimerasa, en donde dicha primera enzima sensible a la metilacién escinde las moléculas
de acidos nucleicos de la muestra que contienen uno o mas restos sin metilar en al menos una secuencia de
reconocimiento de la enzima sensible a la metilacion y en donde dicha deteccion implica la deteccion de una o mas
moléculas de acidos nucleicos que contienen la secuencia de nucleétidos diana, en donde dichas moléculas de acidos
nucleicos contenia inicialmente uno o mas restos metilados.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que el primer cebador de oligonucleétidos primario comprende una secuencia
de nucledtidos que es complementaria de una region de la secuencia de nucleétidos diana que esta en direccion 5'
del uno o mas restos metilados y el segundo cebador de oligonucledtidos primario comprende una secuencia de
nucledtidos que es la misma que una region de la secuencia de nucledtidos diana que esta en direccion 3' del uno o
mas restos metilados.

5. El método de la reivindicacion 3 que comprende ademas:

someter la mezcla de reaccion con la enzima de restriccion a tratamiento con bisulfito en condiciones adecuadas para
convertir los restos de citosina no metilados en restos de uracilo antes de dicha combinacién para formar una mezcla
de la reaccion en cadena de la polimerasa, en donde el primer cebador de oligonuclétidos primario del conjunto de
cebadores de oligonucleétidos primarios proporcionado comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria de la secuencia de nucleétidos diana tratada con bisulfito que contiene uno o mas sitios de restriccion
metilados no escindidos, y el segundo cebador de oligonuclétidos primario del conjunto de cebadores de
oligonucledtidos primarios proporcionado comprende una secuencia de nucledtidos que es complementaria de una
porcion del producto de extension formado a partir del primer cebador de oligonucledétidos.
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6. El método de la reivindicacion 5 que comprende ademas:

proporcionar una o mas segundas enzimas sensibles a la metilacion que escinden moléculas de acidos nucleicos
que contienen restos no metilados dentro de una secuencia de reconocimiento de una enzima sensible a la
metilacion; y

combinar la al menos una segunda enzima sensible a la metilaciéon con la mezcla de la reaccion en cadena de la
polimerasa que comprende la mezcla de reaccién con enzima de restriccién tratada con bisulfito para formar una
segunda mezcla con enzima de restriccion, en donde dicha segunda enzima sensible a la metilacion escinde las
moléculas de acidos nucleicos potencialmente presentes de la muestra que contienen uno o mas restos sin metilar
dentro de al menos una secuencia de reconocimiento de la enzima sensible a la metilacion durante dicho
tratamiento de hibridacion.

7. El método de la reivindicacién 5, en el que uno o ambos cebadores de oligonucledtidos primarios del conjunto de
cebadores de oligonucledétidos primarios tienen una porcion 3' que comprende un nucleétido o un analogo nucleotidico
escindible y un grupo bloqueante, de forma que el extremo 3' de dicho cebador o cebadores no es adecuado para la
extensioén de la polimerasa, comprendiendo dicho método ademas:

escindir el nucleodtido o el analogo nucleotidico escindible de uno o ambos cebadores de oligonucledtidos durante
dicho tratamiento de hibridacion, liberando de esta manera los extremos 3'OH libres en uno o ambos cebadores
de oligonucleétidos antes de dicho tratamiento de extension;

opcionalmente

en donde el primer cebador de oligonuclétidos primario del conjunto de cebadores de oligonucleétidos primarios
comprende una porcién en 5' que tiene una secuencia de nucleétidos que es la misma que la porcién de la
secuencia de nucleétidos de una secuencia diana no metilada tratada con bisulfito con la que se hibrida el cebador
de oligonuclétidos primario, pero tiene uno o mas emparejamientos incorrectos en la secuencia de nucleétidos
respecto a una porcion correspondiente de la secuencia de nucleétidos de la secuencia diana metilada tratada con
bisulfito.

8. El método de la reivindicacion 4 que comprende ademas;

proporcionar uno o mas oligonucleétidos bloqueantes que pueden hibridarse con una regién de la secuencia de
nucledtidos diana tratada con bisulfito que contiene restos no metilados; y

poner en contacto la mezcla de la reaccién en cadena de la polimerasa, que comprende la mezcla de reaccion con
enzima de restriccion tratada con bisulfito, con dichos uno o mas oligonucleétidos bloqueantes antes de dicha etapa,
en donde dichos uno o mas oligonucledtidos bloqueantes se hibridan con las secuencias de acido nucleico diana
complementarias tratadas con bisulfito durante dicho tratamiento de hibridacién e impiden dicha extensién del cebador
de oligonuclétidos primario durante dicho tratamiento de extension.

9. El método de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que uno o ambos cebadores de oligonucledtidos primarios del conjunto
de cebadores de oligonucleotidos primarios tienen una porcion 3' que comprende un nucleétido o un analogo
nucleotidico escindible y un grupo bloqueante, de forma que el extremo 3' de dichos cebador o cebadores no es
adecuado para la extension de la polimerasa, comprendiendo dicho método ademas:

escindir el nucledtido o el analogo nucleotidico escindible de uno o ambos cebadores de oligonucleétidos durante
dicho tratamiento de hibridacion, liberando de esta manera los extremos 3'OH libres en uno o ambos cebadores de
oligonucledtidos antes de dicho tratamiento de extension.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que la segunda sonda de oligonucledtidos del conjunto de sondas de
oligonucledtidos comprende ademas una porcion de deteccion unitag, formando de esta manera secuencias de
productos ligadas que comprenden la porcion especifica del cebador en &', las porciones especificas diana, la porcion
de deteccion unitaq, y la porcién especifica de cebador en 3', comprendiendo dicho método ademas:

proporcionar una o mas sondas de deteccién unitaq, en donde cada sonda de deteccién unitaq se hibrida con una
porcién de deteccion unitaq complementaria y dicha sonda de deteccion comprende una molécula inactivadora y
una etiqueta detectable que estan separadas entre si;

afiadir la una o mas sondas de deteccion unitaq a la segunda mezcla de la reaccion en cadena de la polimerasa;
e

hibridar la una o0 mas sondas de deteccién unitaqg a porciones de deteccién unitag complementarias de la secuencia
de producto ligada o un complemento de la misma durante dicho sometimiento de la segunda mezcla de la reaccién
en cadena de la polimerasa a condiciones adecuadas para uno o mas ciclos de la reacciéon en cadena de la
polimerasa, mediante lo cual, la molécula inactivadora y la etiqueta detectable se escinden de la una o mas sondas
de deteccién unitaq durante el tratamiento de extension, por lo cual dicha detecciéon implica la deteccién de la
etiqueta detectable escindida.

11. El método de la reivindicacién 1, comprendiendo dicho método ademas:

proporcionar una o mas sondas de deteccion de oligonucleotidos, en donde cada sonda de detecciéon de
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oligonucleodtidos se hibrida con una porcién de union del producto de ligadura o su complemento, y dicha sonda de
deteccion comprende una molécula inactivadora y una etiqueta detectable que estan separadas entre si;

afiadir las una o mas sondas de deteccion de oligonucledtidos a la segunda mezcla de la reaccion en cadena de
la polimerasa; e

hibridar la una o mas sondas de deteccion de oligonucledétidos a porciones de deteccién complementarias de la
secuencia de producto ligada o un complemento de la misma durante dicho sometimiento de la segunda mezcla
de la reaccién en cadena de la polimerasa a condiciones adecuadas para uno o mas ciclos de la reaccién en
cadena de la polimerasa, mediante lo cual, la molécula inactivadora y la etiqueta detectable se escinden de las
una o mas sondas de deteccion de oligonucledtidos durante dicho tratamiento de extension, por lo cual dicha
deteccion implica la deteccion de la etiqueta detectable escindida.

12. El método de la reivindicacién 2, comprendiendo dicho método ademas:

inmovilizar al menos una hebra de cada producto de extension primario sobre un soporte sélido antes o después
de dicha ligadura, en donde dicha secuencia de producto ligada se hibrida con el producto de extensién primario
inmovilizado; y

eliminar las sondas de oligonucleétidos no ligadas y los productos de ligadura no especificos de diana de la muestra
después de dicha ligadura; y

desnaturalizar la secuencia del producto de ligadura del producto de extensién primario inmovilizado antes de dicha
hibridacion.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que la porciéon en 3' de la primera sonda de
oligonucledtidos del conjunto de sondas de oligonucleétidos comprende un nucleétido o un analogo nucleotidico
escindible y un grupo bloqueante, de forma que el extremo 3' no es adecuado para la extension de la polimerasa o la
ligadura, comprendiendo dicho método ademas;

escindir el nucledtido o el analogo nucleotidico escindibles de la primera sonda de oligonucleétidos cuando dicha
sonda se hibrida a una secuencia de nucleétidos diana complementaria del producto de extensién primario, liberando
de esta manera un 3'OH de la primera sonda de oligonucleétidos antes de dicha ligadura.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que la segunda sonda de oligonucleétidos tiene,
en su extremo 5', un oligonucleétido idéntico solapante con el extremo 3' de la primera sonda de oligonucleétidos, v,
tras la hibridacién de la primera y segunda sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas en posiciones
adyacentes de una secuencia de nucleétidos diana complementaria de un producto de extension primario para formar
una union, el nucledtido solapante idéntico de la segunda sonda de oligonucleétidos forma una solapa en la unién con
la primera sonda de oligonucledtidos, comprendiendo dicho método ademas:

escindir el nucledtido solapante idéntico de la segunda sonda de oligonucleétidos con una enzima que tiene actividad
5' nucleasa liberando de esta forma un fosfato en el extremo 5' de la segunda sonda de oligonucledétidos antes de
dicha ligadura.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que el uno o mas conjuntos de sondas de
oligonucledtidos comprenden ademas una tercera sonda de oligonucleétidos que tiene una porcidon especifica de
diana, en donde la segunda y tercera sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas se configura para
hibridarse adyacentes entre si sobre la secuencia de nucledtidos diana con una unién entre las mismas para permitir
la ligadura entre la segunda y la tercera sondas de oligonucleétidos para formar una secuencia de producto ligada que
comprende la primera, segunda y tercera sondas de oligonucleétidos de un conjunto de sondas.
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Fraccionar:
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PCR y RT-PCR multiplexada; LDR con marcadores, 24 muestras.
Distribuir los productos de la LDR de cada muestra en 16 pocillos

elslelslelclelelalslolclelclelslelslolelelslol )

AR RN RRRA 2L

12345ersgmﬁmmmwmﬁmmmmnm%Qb
AOOOOOOOOOO0OOOOOOOOOOO0O
:Nelslelelelslelelelslolelelelslelelslelelel s 1ole)
Nelclelelelulolelelslelelels lelelelslelelele e e
D OOOOOOOOBOOOO0OO0O0O00O0CO0O
Helslelslelslelslelslslslelslslslels lelslelsIols)
elslelslolelelelelslelclelslelolelslelelols o ls)
cielolelelslelelclolclelclelelelelslelolelole el
HOGOOOOOOOOOOOOOOOOOOOLOO
Nelclelelolslalclolelslelolelelelels [alelelelals)
Nelslelelelolelelelclelclelslelelelslelelelslole)
NelelelslelelelcJelelelelelelelelelelelelelelole)
elelelslelelelclelslelelolelelelele lolelelc lole]
MOOOOOOOOOOO0O0OOO0OOOC0000
NOOOOOOOOOOOOHOOOOVOOBOOOO
ejelclelslolclelslelslels lelelelclelclelslelelals)
POOOOOOOO0O0O0O00O00O0000000

Figura 3
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PCR y RT-PCR multiplexada; LDR con marcadores, 24 muestras.

123456789 101112131415161?18192021222324\\

Nelelelelelelelelelelelelelelelelololelelololele
:Nelelolelelolelelelelolelelelolelelelolelelelole)
c O0000O0O0O00OOO0O0OOOOOO0OO0O0O
bielelelelolelelelelelelelololelelolelelelolelole
EQOOOOO0O0O00O00O00000000O0000
Nelelelolelelslslelelelelelelelslelslslelelelele)
i elelelelelelelelolelelelolelelelololelelololele
HOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
Q0000000000000 O0O0O0O0O0O0O000O
elelelelelelelelelolelelelolelelelelelelelelele)
KOQOOOOOOOOOOOOOOOOOO0OO00O
Nelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelele)
i elelelelelolelelelololelelololelelelolelelolole)
Wi clelelelelelelelelelelslolelelslelelelslelelale)
0000000000000 0O0O0OO0O0OCOOO0O
elelolelelolelelelelelelelelolelelelelelelelele)

Figura 4
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(PCR y RT-PCR multiplexada; LDR con marcadores, 24 muestras)

123456 7 891011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 ‘:::\
Nelelelelolelelelelelelelslelelclolelelalslelele
BEOOOOOO0O0O0O00O00O00O000O000
el lelelelslelslslslelslelslelelslelalelsTels)
sielelelslalolelolelelelelololols lelelelelalolels)
el lelslelslelslelelelclelslslslelelelclele Tels
FOOOOOCOOOOO0OO0OO00O00O00O00O
cNelelelelslelolelelelelelslelalelslolelelale oo
HOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
Nelslelolelclalelelelelclelclelclelclelelelelale)
‘Relelelclelslelelelslelslelslelelelslelclelolels)
KOOOOOOOOOOOOOOOOOO0OOO0O
Nelelelelolelelclelelelelelelslelelelslelelals)
elelelclelslelelelslslelelelolelelelelelelsle e
alelslelclelslelelelclelclelclelslelclalelels lals
el elelelslelelelslelelelslelel Islslelelslels e ls
POOOOCOOOOOOOO0OOOOOOO0O00

Resultados de la PCR en tiempo real, 24 muestras

Figura 5
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[ Muestra |
de sangre,

LeumcltoSYGTC o
_ Plasma, Exoﬁoms
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Purificar:
ADN.

v

Distribuir
para enumeracion
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Médulo 2
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Figura 6
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada;
LDR con marcadores Distribuir los productos de la LDR (24 x 16 pocillos).

000000000000000000000000
A I

123456?89Wﬁﬁﬁﬂﬁwﬁmwmmnan§
Nelelelslelolelelelelelslelslelclelelelelelolels)
B OO0000000000000000000000
elclelclelslelelelelelclelelolclelelelelels el el
D OOO0OO0O00O0O00O00O00O0O00O00000
NelslelelelslelslelslslslelslslslelalslsleloIals)
elclalolelelslelelslelelelslolclelslelelelalels
cpelelelelelelslelelelelclelelelclelelele [l lele
HOBGOOOOOOOCOOOLOOOBOOOBOO
NelslelelelslelelelclelelelclelelelcleleloleTols)
elslelslelslslelelelelelelelslelelslelelelsIels)
elelelelelslelelelelelslelalolelelelelelelelals)
Nelclelslslelelelelelelelelelelelelelelelelslels)
elclelelelslelclelslelelalslolclelslelelalslofe)
(Nelclelslelslelslelslelslelslelelelslelelelalels
lelelelslelslelslelelelclelelelclelelels Jelelels)
POOOOOCOOOOOOO0OO0OOO0COO00

Figura 7
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada;

LDR con marcadores

7

12 3 45 67 8 9101121314 151617 1819 20 21 22 23 24 \

Nelelelelslelelelelelelelslelelelolelelelelelele)
(Nelslelelelelolelelelolelelelolelelelelelelelele)
pelelelslslelelslslelelslslelelslslelelslelelele)
iNclelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelele)
Nelelelelelololelelelelelelelolelelslelelelelele)
N clelelelelelelelelelelolslelololelelelelelelele)
cNelelelelolelelelelelelelelelelelolelelelelolele)
iNelelelelelelolelelelslelelelelelelelelelelelele)
Nelelelelolelelolelelslolelelslslolelelelelslele)
Nelelelelelelelelelolelelelolelelolelelelelelele)
KOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOO00O
LOOOOOOOOO0O0O00000000000000
elelelelelelelelelelelelelelelelelslelelelelele)
NOOOOOOOOOOOO0OOOOOOOOOO0O
0000000 COOOCOOOCOOOOOOOOO0O
delololelelslelelelelelelelelolelelelelelelelele)

Figura 8
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(Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacién PCR multiplexada;

LDR con marcadores)

123 45678 9101121314151617 1819 20 2122 23 24 \

yelclel:lelelclolclelelolololololclolololclclole,
NelolelololelelolololelolvJelolololelelelol Jole)
Nslelsl\Islel\Jslel el elslelel Jelolelelsle
bjelojelelclololelololololololololololclolol0l0f0)
Helelolelolelololelololslololelelololelolole 1 10)
FOOOOOOOOOOOOOOOOOO0OOS00
GOOO0O0O0COO0OOO0OOHVOOEOOOO
HOOOOOOOOOOOOOO0OOOO0OO0OO00
Nelol:lelclololelclololclolololole] Jololelelele)
JOOOO0OOOO0OOOO0OO00OO0O0000
KOSOOOOBOOSOOOO000OOO0O8O
LOCOOOSOOOOSOOCOOO00COOCO0S
MOOOOOO0O0O0O00O0O00O00O00O0O00000
NOOOOOOOOOOO0O0O0O000OOO0O000
clelsleolelelelelolelelolel [\ eloJelclolelelole)
POOOCOOOOOO0OOO0O00HBO0O0000O

Resultados de la PCR en tiempo real, 1 muestra
con enumeracion ‘Pixel’

Figura 9
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- Plasma, Exosomas
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v
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para enumeracion
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e Modulo 2

) \

 Distribuir y detectar:
- PCR tiempo real con e Modulo 3
‘cebadores marcadores
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Figura 10
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), después RT-PCR multiplexada; LDR con marcadores

Distribuir los productos de la LDR (24 x 16 pocillos).

/ N
eesssseece

@@@@@@@@ﬁ@

0000000000

AR NI

12345678 Q101112131415161?18192021222324%

AQOOOOOSO000O00O0O0O00000000
BEOOOOOOOS00O0000OO00O00000O0
cC 0000000600000 00O00000000
DOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO00
EQOOOOO00000000O0O000000000
FOOOOOOOO0000O0O0O0O0O000000000
SN [0 L DL I [elelslelelelelelelslelelels[ele)
HOOOOOOOOO0OOOOOOOOOOOO00O
I ©OO00OOO000O0000O0000000000
) OOOOOOO0000O0O0O0OO00000000
KOOOOOOOOOOCOOOOOOOOOOO0O00
LOOOOOOOOO0O0OOO0OOO00000000O0
MOOSOOOSSOOOOOOOOO0O0000000
NOOOOOOOOOCOOOCOOOOO0O000O00
SN I I I L1 I I Jelelelelelelelelelelelelelelele)
POOOOOOOOOOOOOOOO00000000

Figura 11
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada;

LDR con marcadores

P

[Nelelelalolelelolololelslelelelslolelelelolelele)
Nelololelelelslelelelslelelololelelelelelelolo 6]
Aelslelelelelolelelslslelelslslslolelolelelelele]
bielelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelelole]
Helelslelelolslelels[slelelslelelelelsle e e lo]e
FOOOOO0OO0O00OO0O0O0O0000000000
celeleleleloleleleloleleleleleleleleleolelelelele)
L elelelelelelelolelelelolelelelolelelelelelelole)
Q000000000000 O0O0O0O0O000000
pelelelelelelelelelolelelelelelelelelelelelelele)
KOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO00O
LEOOCOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOO
i eleleleleleolelolelelolelelolelelelelelelelelele]
pRelelelelelelelelelolelelololelelelelelolelelele)
00000000000 O0OO0OOOO00O0000
POOOOOOOOOO00000000000000

123 45 67 8 9101121314 151617 181920 212223 24 \

Figura 12
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(Diluir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion RT-PCR multiplexada;
LDR con marcadores)

123456759mnumuwmwmmmmamaq>
Nelel lelelelelelelelalslelelalslelelelelolelele)
RN elelel Jelvlelelulslelelelclslelelolelelelole)
X 11 11111 Jelelelslelel elelelelelelels
DR Lo Jel [ L L Telelslslslalele lelelelelelele )
Selelel Jelelelalelslslelelslslelololelelelole)
FOOOOOOOOOO00O00000O0O0O00
COOOOOOOOOOOO0OCOOOOO00O0O
BN 1 el T L Jelelslslalelslslelelelelelelele)
elelelel N elelelelelelolelelelelelelelelele
JOOOOOO0OOOO0CO0O00O0O0V0O0O0O0
KOOOOOOOOOBOO0OOOCB8OO0O0OOOO
LOOOOOOOOCOOOOOOOO0O00000OS
MOOOOOOOOO0OOOOOOO0O000000
N Jel v lels [ lelslelslelslelelslelelelelelelele)
000000000000 OHCOB6OOOOOOOOO
POOCOSOOOOCOOOLOOOO0000000

Resultados de PCR en tiempo real, 1 muestra
con enumeracion "Pixel"

Figura 13
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PCR y RT-PCR multiplexada; 24 muestras.
Distribuir los productos de la PCR de cada muestra entre 16 pocillos

elelelelelelelaleolelelalelulelelelelelclelelele

AR

12345e?sgmﬁuumwmnwwmmnﬁme
AQOOOOCOOOOOO0O0OOO0O0O0O
B OO0O000O000O00O00COOO0OOO0O000
Nelslelslelelelslelslelslelelelclelslels lel ¢ lels)
bNelslelslelelelslelslelslelelelelolelels (el e lels)
Nelslslclelelelslelslelslelelslclelelelelele lo s
FOOOOOOOOOOO0OO0OO0CO0O00O00000
clelelelelalelelelslslelelelelelclalelelelelele o)
HOOOOOOOOOHOOOOOOOOOOO0O00O
Nelslelslelslelclelclelclelslelslolslelslels e ls)
pelelelelelclelelelslelslelelolelelelelelelelo e
g elajelslelelelslelslelslelelelslelelels el lels)
Nelelelslelelelslelslelslelelelslolclelslels lols)
MOOOOOOO0O0OO0O0OO0OO0O0OO0O0O
NOOQOOOOOOOOOOOOO0OOO0OOO0O
elelslelelelelelslelelelslelelelelelelelelel s lels)
gelslelelelslelelelslelclelslelelelslelelels [els)

Figura 15
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PCR y RT-PCR multiplexada; 24 muestras

( 910111213‘1415161?18192021222324\\

ofeleloletetoto

VTOZEZErXe—IETMOO®IP

Productos de la PCR y RT-PCR capturados sobre un soporte sélido

Figura 16
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PCR y RT-PCR multiplexada; 24 muestras

TOZEr X —-—IOMMOO®Z>

12345

6789

10 1112 1314 1516 17 18 19 20 21
£ :

S

N

Figura 17
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(PCR y RT-PCR multiplexada; 24 muestras)

TOZErXe—IOTMTMOOmP

1234567 8910MN

Resultados de LDR-FRET, 24 muestras

Figura 18
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), después PCR multiplexada
Distribuir los productos de la PCR (24 x 16 pocillos)

elelslslelelolslelelelslelelalslelelelelolc lals)

AR RN RN

123456789101 12131415161718192021222324\\
cNelslslslelslelelelslolelelslolclelslelelelelale)
B OOOOOO0O60O0O00O00O00O00C000O
elelelslelelelelelelelelelelelslelelelelolelels)
spelelslclelelololelslelelelelsloleleloleleleIals)
Helslelelelslelslelslelclolslelclelslelslelslels
elolelslelelelelalolelslelolelslelelelslolelels
cNelclslelelelelslelelelelelelelslelalelelelclals)
ANelslelslelslelslelslelelelslelslelslelelelsTals)
Nelslelslelclolslelslelslelslelclelslelslelslols)
pelclslelelelelslelelslslelelolslelelalslelelals)
KOOGOOOOOOOOOHOOOO0OOO0O0O
LOOOCOOOOOOOOOOOO0OOO000O
MOBGOOOOOOOOOBOOOOOBOO0HBOO
NOQOOOOOOOOOOBOOOOOOO0OBOBOO
000000O0OO0OOOOOOLOOHOO0OOO
POOOOOOOOOO0O0O0CO0O00000O

Figura 20
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada;

-

,.
[y
[
83
R

1234567 89101121314 151617 181920 21

of ; .g‘:}:: %

¢

[T

%,

3

(aintelsivislelnte

i

5600066000

TOZErRc—=-—ITMMOoOOmP

CUOOO0

A lsisleiels s lvisleinle

Productos de la PCR capturados sobre un soporte solido

Figura 21
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada

Conjuntos
de iniciadores
de LDR

f

trttettettetttet

Figura 22
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(Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion PCR multiplexada)

~

10 11121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 \\
?:: {%:5'\'“5:_3(\:} ;_;T‘\@.?""‘_::@‘:} i “§

IGTMmMOoOOm>P

o
£
.
.

Resultados de LDR-FRET, 1 muestra
com enumeracion "Pixel"

Figura 23
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Distribuir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), después RT-PCR multiplexada

Distribuir los productos de la PCR (24 x 16 pocillos).

S \

@@@@@@@@ﬁ@
©C00000000

| T

0000000000

A

12
1L LD LI [slelelslsielelelolelelelelelels)
8 0000000000000 00000000000
COO0000000000000000000000
D OOCOOCOOOOCO0OOO0O00000000
EQOOOOOOO00000O00000000000
FOOOOOOOOOCOOO0OOO000000C00
cCOO0O0000O0O0COO0OO0O0O000000000
HOOOOOSOOOOCOOOOOOOOOOOOOO
I Lo L I I JelsTelelele Telelelelelslelelele)
LI I Jelelelelslsleleleleolelelslelele
O L L I I I Jelslelelelelolslelelelelelelele)
LOCOOOOCOHOOCOOCOOO0O0OOO0O
NOOOOOOSOOCOOCOOOOO0OOO0OOO
O I L T I T JelsTelelslelslelelolelelelelele)
of I 1 D L I T Telelelsleolele e lelolelolelele o)
POOOOOOOOOCOOOCOOO00O0000OO

34567829 101112131415161?’18192021222324\\

Figura 25
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Diluir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion RT-PCR multiplexada;

i

12345sragwnmnmwwwmwmmnmm§§
A QQQQQQQQOOEHIOGOHET
B QQOOQQQOGIRGROTEH
¢ QOQOQQQQOTGOGORRHG
D QOOQQOQQOCOHEOGHT
E QQUOQQOOGRGOOO0
F QQUQOQQQOT OGO
¢ QUOOVVOHICOEOOE
H QQOOQQOQGLOCGHOOG
I QOQOQQOQTHQOOOON
J QOQQQQOOQOOOGRCGHE
K QQOUQQQQQCGEO OO
L QOQOQQOV GO
M QQOQQQOQ O OGTOG
N QQOOQQQOOQOCGROOG
0 QOQUQOOQOGOTOT
P QQOQQQOQOGOCOHOHROE

Productos de la RT-PCR capturados sobre un soporte sélido

Figura 26
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Diluir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion RT-PCR multiplexada;

Conjuntos
de iniciadores
1 234567B9101112131415161718192021222324\\\ de LDR

A g@&@\‘ﬁ @%gﬁ@@‘x a—

B : —

c @@@@@@@m -

DR aTaTeTatatalaTatatats £ 0 e

E %@@@@@@% -

F 00000000 -

G : -—

H —

| S

J h

K —

L —

M -+

N —

o] A

P <

Figura 27
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(Diluir 1 muestra en 24 tubos (pocillos), a continuacion RT-PCR multiplexada)

123 45678910M1 12131415161?18192021222324%

AQ@@§@@@@@@$§%$@%

ﬁﬁ@@%
0000
o

Resultados LDR-FRET, 1 muestra
con enumeracion ‘Pixel’

Figura 28
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Distribucion de Poisson de 6 a 48 moléculas en 24 pocillos

Pocilloscon| 6 12 18 24 30 36 42 48
0 19 15 11 9 7 5 4 3
1 5 7 9 9 9 8 7 6
2 1 2 3 4 5 6 6 6
3 0 0 1 1 2 3 4 4
4 0 0 0 0 1 1 2 2
5 0 0 0 0 0 0 1 1
6 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 0 0

20 v

18

16

14

12

10

012 3 45 6

BUERROEE LB

7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 29
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=g moleculas

i 12 moléculas
w18 moléculas
aisiee 24 moléculas
«uiits30 moléculas
=iz 36 moléculas
w42 moléculas

se4 8 moléculas
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Distribucion de Poisson de 12 a 96 moléculas en 24 pocillos

26

84

72

48

36

24
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wime 36 Moléculas

ssisiaed 8 moléculas
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Distribucion de Poisson de 12 a 48 moléculas en 48 pocillos

Pocillos con 12 24 36 48 60 72 84 26
0 37 29 23 18 14 11 8 6
1 9 15 17 18 17 16 15 13
2 1 4 6 9 11 12 13 13
3 0 1 2 3 4 6 7 9
4 0 0 0 1 1 2 3 =
5 0 0 0 0 0 1 1 2
6 0 0 0 0 0 0 0 1
7 0 0 0 0 o o o 0
8 0 0 0 0 o o o 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 o 0 0 0
12 0 0 0 0 0 4] 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 o v} 0 0
15 0 0 0 0 o 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 o o 0 0
19 0 0 0 0 o 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 Q 0 0
22 0 0 0 0 o 0 0 0
47 0 0 0 0 0 0 0 0

s 12 moleéculas
axiiee 24 moléculas
swaen 36 moléculas
a4 8 moléculas
w60 moléculas
w72 moléculas
w84 moléculas

ammnQ§ moléculas

Figura 31
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Distribucion de Poisson de 24 a 192 moléculas en 48 pocillos
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Distribucion de Poisson de 1 a 8 moléculas en 8 pocillos

Pocillos con
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Distribucion de Poisson de 2 a 16 moléculas en 8 pocillos

Pocillos con
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Distribucion de Poisson de 4 a 32 moléculas en 8 pocillos
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Distribucion de Poisson de 8 a 64 moléculas en 8 pocillos
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Distribucion de Poisson de 16 a 128 moléculas en 8 pacillos

Pacillos con 16 32 48 64 80 96 112 128

0 1 0 0 0 Q 4] 0 0

1 2 1 0 0 0 0 0 0

2 2 1 0 0 0 0 0 0

3 1 2 1 0 0 0 0 0

4 1 2 1 0 a 0 0 0

5 0 1 1 1 0] 0 0 0

6 0 1 1 1 1 0 0 0

7 0 0 1 1 1 0 0 0

8 0 0 1 1 1 1 0 0

9 0 0 1 1 1 1 0 0

10 0 0 0 1 1 1 1 0

11 0 0 0 1 1 1 1 0

12 0 0 0 0 1 1 1 1

13 0 0 0 0 1 1 1 1

14 0 0 0 0 ] 1 1 1

15 0 0 0 0 0 1 1 1

16 0 0 0 0 0 0 1 1

17 0 0 0 0 0] 0] 1 1

18 0 0 0 0 0 0 0 1

19 0 0 0 0 0 0 0 1

20 0 0 0 0 0 0 0 0

21 0 0 0 0 ] 0 0 0

22 0 0 0 0 0 4] 0 0

23 0 0 0 0 0 0 0 0

39

s 16 moléculas
«§ii=32 moléculas
wwwend 8 moléculas
w64 moléculas

w80 moléculas
=96 moléculas

w112 moléculas
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Reaccidn de PCR-LDR-qPCR con preven-
cion de arrastres para detectar mutacio-
nes. Aislar ADN genodmico

o ADNic.

w .
l ADN genomico

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para
prevencion de arrastres, y amplificar las regiones
que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP)
con cebadores especificos de locus.

Realizar una amplificacién de ciclos 5 —_—>%

limitadas (12-20) para mantener las relaciones @ .‘— 5
relativas entre los diferentes amplicones.
(Opcional: distribuir

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes
de la etapa de amplificacion por PCR.) l
C. Los productos de la PCR incorporan dU, que

permite la prevencion de arrastres.

u u uu uu u

Los productos de la PCR incorporan dU,

. ap ’ ’
que permite la prevencion de arrastres. 3 5
U Uu u u u u

Oligonucledtidos de ligadura especificos l

de la mutacidn que contienen marcadores

(Ai, CI') para para |la posterior amplificacion por 5 3

PCR. La ligasa une covalentemente los dos Ai ci
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas en- % O ﬁsﬁﬁ

tre pocillos independientes para su deteccidn. (Los N .
productos de la LDR no se amplifican con ninguno 3 U WU U U U u >
de los cebadores de PCR o LDR

ariginales, lo gue proporciona proteccion adicional.)

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, 5
lo que también destruye los amplicones diana 5 3’
originales. Solamente se amplificaran los auténti-

cos productos de la LDR, cuando se use PCR (y _&‘= 5
dUTP) con cebadores especificos de marcadores
{Ai, Ci). Cada sonda TagMan™ expande la union

de ligadura, l

La actividad 5°-> 3" nucleasa de la polimerasa
Taq libera el grupo fluorescente para generar
una sefial. (Los productos de la PCR u uu u 3
que contienen dU para prevencion de arras-
tres.) 3 5’

Figura 38

168



ES 2784342 T3

. Reaccién de PCR-gqPCR con prevencion de arrastres
para detectar mutaciones. Aislar ADN gendmico o ADNIc.

. Tratar con UDG
{uracilo ADN glicosidasa),
distribuir en alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, l ADN genomico

y amplificar amplificar las regiones

que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP)
con cebadores especificos de locus.

Realizar una amplificacién de ciclos limitadas

(12-20) para mantener las relaciones relativas 5! ‘-—)Q

entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas universales 5 — B .5
(con 8-11 bases idénticas para prevenir dimeras * A

de cebadores), lo que también permite B A 5’

una amplificacién del cebador universal
para agregar una biotina en 5)

. Los productos de la PCR incorporan dU, 1
que permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores y capturar

el producto biotinilado sobre un soporte sdlido. 5 u u Uu uu u
3
. Oligonucledtidos de ligadura especificos U by u u uou
de la mutacién contienen colas complementarias
para la posterior deteccién por FRET. La ligasa une
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si. 1

(Los productos de la LDR no se amplifican
con ninguno de los cebadores de PCR o LDR
originales, lo que proporciona proteccion adicional.) 5_F1

3
U o uu u u uou

. Eliminar por lavado los cebadores no unidos.

Desnaturalizar el producto de la diana, dejando que

las colas se hibriden y poniendo el donando (D) 1

vy &l grupo fluorescente (F1) muy cerca, después

detectar y enumerar la sefal FRET. F1
C=,

0

. Oligonucledtidos de ligadura especificos
de mutacién contienen colas complementarias 5-F1 Q o

para la posterior deteccion fluorescente. 'Q,. =
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si.

. Desnaturalizar el producto de la diana, dejar l
que las colas se hibriden y separar el
inactivador (Q) del indicador fluorescente

Q
(F1). Después detectar y enumerar la sefial @ F1-5

fluorescente desactivada.

Figura 39
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Reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion
de arrasires para detectar mutaciones.

Aislar ADN gendmico o ADNMIc

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

ADN genomico

para prevencion de arrastres. Los cebadores 5 Blk 3’

especificos de locus se desbloquean con ‘kr
ARNasaH2 solamente cuando se unen a la 3 Bl r*

diana. Amplificar las regiones que contienen

5

mutaciones usando PCR (y dUTP). Realizar
una amplificacién de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas entre l
los diferentes amplicones. (Opcional: distribuir

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorparan dU,
que permite la prevencion de arrastres
u u uu uu u

U uUu u u uu
Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la
mutacion contienen marcadores (Ai, Ci') para la
posterior amplificacion por PCR. La ligasa une l
covalantemente los dos oligonucledtidos entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccian. (Los productos de la LDR no se 5 Ai Ccit 3

amplifican con ninguno de los cebadores de PCR “%a () ,gf

o LDR originales, lo que proporciona proteccian

adicional.) 3
U Uu U U ouou

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo que
también destruye los amplicones diana originales.

Solamente se amplificaran los auténticos productos 5’ Al #® F1 Q

de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) con cebadores 5 — 3

especificos de marcadores (Ai, Ci). Cada sonda

TagMan™ expande la unidn de ligadura, 4 5

®

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Taq I =1

lipara el grupo fluorescente para generar una sefial.

(Los productos de la PCR que contienen dU para

prevencidn de arrastres.) 5 u uu u 3
u u u 5

Figura 40
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Reaccidn de PCR-LDR-gPCR con prevencion

de arrastres para detectar mutaciones. Aislar

ADN gendmico o ADNIc.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
y amplificar las regiones que contienan
mutaciones usando PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de locus.

1 ADN genomico

Realizar una amplificacion de ciclos limitadas
(12-20) para mantener las relaciones relativas
antre los diferentes amplicones. Los cebadores

5;;#—)‘@‘

-@(—-"

contienen colas de 8-11 bases idénticas

para prevenir dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24,
48 o 896 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU, 3’
que permite la prevencion de arrastres.

Ligadura especifica de la mutacion

los oligonucledtidos (Mt) contienen marcadores
(Ai, Ci") para la posterior amplificacidn

por PCR, mientras que las sondas naturales
(Wt) no. El cebador de ligadura en 5' contiene
un bloqueo, que se puede eliminar escindiendo
la base de ribosa con ARMNasaH2 solamente

cuando se hibrida con la diana. -

La ligasa une covalentemente

los oligonucledtidos no bloqueados en 5

y fosforilade en 3'entre si. Distribuir

en alicuotas entre pocillos independientes 3
para su deteccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastras,
lo que también destruye los amplicones diana
originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando

se use PCR (y dUTP) con cebadores
especificos de marcadores (Ai, Ci"). Cada
sonda TagMan™ expande la union de ligadura,

La actividad 5-> 3' nucleasa da la polimerasa
Taq libera el grupo fluorescente para generar
una sefal. (Los productos

de la PCR que contienen dU para prevencion
de arrastres.)

5 A cr ¥

~__90

u oy u u oo ou

. Al @ Q
SJ r
-‘= i
*
=1
5 U uu u 3
" — e '
3 U u u 5
Figura 41
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Reaccidén de PCR-gPCR con prevencidn
de arrastres para detectar mutaciones.
Aislar ADN genomico o ADNIc.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) ADN genomico
para pravencién de arrastres, distribuir l

por alicuotas en 12, 24, 48 o 96 pocillos, v
amplificar las regiones que contienen
mutaciones usando PCR (y dUTP)

can cebadores especificos de locus. 5 --—}' @
Realizar una amplificacién de ciclos limitadas

{12-20) para mantener las relaciones relativas 5 — * * B -5
entre los diferentes amplicones. Los cebado- “+

res contienen colas universales & € 5’
(con B-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores), lo que también
permite una amplificacién universal

del cebador para agregar un biotina en 5.

o U u Uu uu u
Los productos de la PCR inc:or'puran du, 3
que permite la prevencidn de arrastres.
U uu u U o u ou
Separar el producto de los cebadores
y capturar el producto biotinilado sobre
un soporte sélido.
Los oligonucledtidos con ligadura especifica
de la mutacidn (Mt) contienen colas para la 5 Wt Blk 3
posterior deteccion FRET, mientras que las D-3
sondas naturales (Wt) no. El cebador , Mt * —
de ligadura en 5" contiene un blogueo, que se 5-F1 = r Blk 3’
puede eliminar escindiendo la base de ribosa ,
con ARMasaH2 solamente cuando se hibrida 3 U UU U U U u
con la diana.
La ligasa une covalentemente los 5-F1 @ D -3
oligonuclestidos no blogueados en 5' A —— —
y fosforilado en 3'entre si. 3
U UuU U U u u
Eliminar por lavado los cebadores no l

ligados. Desnaturalizar el producto de
la diana, después detectar y enumerar

la sefial FRET. @ F1
D

Figura 42
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Reaccion de PCR-qPCR con prevencion
de arrastres para detectar mutaciones.
Aislar ADN gendmico o ADNIc.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) ADN gendmico
para prevencién de arrastres, distribuir por l

alicuotas en 12, 24, 48 o 96 pocillos,

y amplificar las regiones que contienen
mutaciones usando PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de locus. 5’ f_)' @
Realizar una amplificacién de ciclos limitadas

{12-20) para mantener las relaciones relativas  5” ""-' & Y 8.5
entre los diferentes amplicones. &

Los cebadores contienen colas universales W A 5
(con B-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores), lo que también

permite una amplificacién universal del cebador
para agregar un biotina en 5'.

) u u uu uu u
Los productos de la PCR incorporan dU, S
que permite la prevencion de arrastres. 3
Separar el producto de los cebadores v u uu u u u u
capturar el producto biotinilado sobre un
soporte solido.,
Los oligonuclestidos con ligadura especifica W
de la mutacion (Mt) se solapan en la mutacion 5 t
base y contienen colas para la posterior
deteccidn FRET, mientras que las sondas N Mt
naturales (Wt) no. La actividad 5'-nucleasa 5-F1 \@ D-3
de la polimerasa escinde solamente la base 3
solapante en 5’ correspondiente y la solapa U UUu U U u u
adicional, dejando un 5-fosfato competente
para ligadura.

7 ’
La ligasa une covalentemente los 5-F1 %_@_ﬁﬁ' D-3
oligonucledtidos en 5' y en 3" no blogueados 3
fosforilados entre si. U UU U U u u
Eliminar por lavado los cebadores no ligados. l
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar y enumerar la sefial FRET. @ F1
D
Figura 43
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Reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion
de arrastres para detectar mutaciones. Aislar
ADN genémico o ADNIc.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, y 1 ADN gendmico

amplificar las regiones que contienen mutaciones
usando PCR (y dUTP) con cebadores especificos
de locus. Realizar una amplificacién de ciclos
limitadas (12-20) para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones. 5’ H » o
Los cebadores contienen colas universales S ‘ —
con 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros i
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR).

) uu uu uu u )
Los productos de la PCR incorporan dU, 5 3
que permite la prevencién de arrastres. 3 5’
Uu uuu u u u
Los oligonuclec’)tidos con ligadura especifica l
de la mutacion contienen marcadores
(Ai, Bi’-Ci") para posterior amplificacion 5 i 3

por PCR. La ligase une covalentemente

Ai
los dos oligonucleétidos entre si. Distribuir \ ef

por alicuotas entre pocillos independientes s s
para deteccién. 3 5

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, F1
que también destruye los amplicones de la diana 5

Bi
original. Solamente los auténticos productos de w
la LDR se amplificaran cuando se use PCR

(y dUTP) con cebadores especificos de Unitag 5 ——— 3

F1-Bi-Q-Ai). 4

(F1-Bi-Q-Ai) Qlk<= 5
A Ci

Los productos de ADN bicatenario de la PCR; el F1 Q ’ ,
bloqueante de la polimerasa detiene la extension ) Bi Al u uu u B Gi ¥
de la hebra inferior. 5 — —
—
3’ 5
u u u

Tras la etapa de desnaturalizacién, a medida
que la temperatura disminuye, se forma una
horquilla entre Bi y Bi'. La actividad nucleasa
5§->3' de la polimerasa Taq extiende el cebador
Ciy libera el grupo fluorescente para generar
una sefial. (Los productos de la PCR incorporan
dU, lo que permite la prevencion de arrastres).

Figura 44
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Reaccién de PCR-LDR-qPCR con prevencién
de arrastres para detectar mutaciones. Aislar
ADN gendmico o ADNIc. Opcional: enriquecer
en ADN metilado usando anticuerpos. Tratar
con endonucleasas de restriccién sensibles

a metilo Bshl2381 (CG'CG) y HinPll (G"CGC),
y UNG (37°C, 30-680 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar
los arrastres.

Amplificar las regiones que contienen metilo

usando PCR (y dUTP) con cebadores especificos

de locus. Realizar una amplificacion de ciclos

ES 2784342 T3

limitadas (12-20) para mantener las relaciones

relativas entre los diferentes amplicones.

(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24,

o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.
(Los productos carecen de grupos metilo,
proporcionando proteccidn adicional.)

Los cligonucledtidos de ligadura especificos
de la regidn metilada contienen marcadores

(Ai, Ci') para |la posterior amplificacién por PCR.

La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuota

entre pocillos independientes para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
lo que tambieén destruye los amplicones diana

originales. Solamente se amplificarén los auténticos

productos de la LDR, cuando se use PCR

(y dUTP) con cebadores especificos de marcadores

(A, Ci). Cada sonda TagMan™ expande la un
de ligadura,

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la
polimerasa Tagq libera el grupo fluorescente
para generar una sefial. (Los productos de
la PCR que contienen dU para prevencion
de arrastres.)

v
m m m
m m m
A W ADN genoémico
l metilado
m m m
m m m
m m m
o —> @
$€—°
48 m m m
5 u u Uu uu u 3
3 5
U Uu u U U u
5 . . 3
Al Ci
s
3’ 5
u uu u u u u
5 Al F1 Q
) 5 3
iGN
$‘= 5
Gi
I =1
5 U uu u 3
¥ u u u ¥

Figura 45
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Reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion

de arrastres para detectar mutaciones. Aislar

ADN gendmico o ADNIc. Tratar con Bshl2361
(CG"CG) y HINPIl {(G'CGC), y UNG

(37°C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar
los arrastres.

r
Amplificar las regiones que contienen metilo 5

usando PCR (y dUTP) con cebadores especificos

—> &

s e—"

de locus. Realizar una amplificacion de ciclos
limitadas (12-20) para mantener las relacicnes
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contiengen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48
o 96 pocillos antes de la PCR.)

5

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los aligonucledtidos de ligadura especifico de la
region metilada contienen marcadores (Ai, Bi'-Ci')
para la posterior amplificacion por PCR. La ligasa
une covalentementa los dos oligonucledtidos

entre si. Distribuir en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccidn. 3

Tratar con UDG para prevencién de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana
originales. Solamente se amplificaran los 5’
auténticos productos de la LDR, cuando se

usa PCR (y dUTP) con cebadores especificos

de Unitaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci).

Productos de ADN bicatenarios de la PCR;
el blogueante de polimerasa detiene la extension
de la hebra inferior.

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida
que disminuye la temperatura, se forma una
harquilla entre Bi y Bi'. La actividad 5> 3’
nucleasa de la polimerasa Taqg extiende

el cebador Ci y libera el grupe fluorescente
para generar una sefial. (Los productos

de la PCR que contienen dU para prevencion
de arrastres.)

u u uu uu

u uu u u u u

Figura 46
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Reaccidn de PCR-gPCR con prevencion

de arrastres para detectar mutaciones. Aislar
ADN gendmico o ADNIc. Opcional: enriquecer
en ADN metilado usando anticuerpos. Tratar
conh endonucleasas de restriccion sensibles

a metilo Bshl2361 (CG"CG) y HinPIl (G"CGC),
y UNG (37°C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar
los arrastres.

Distribuir por alicuotas en 12, 24, 48 0 96

pocillos, y amplificar las regiones

que contienan metilo usando PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de locus. 5’

Realizar una amplificacién de ciclos limitadas
P 5’ H’ %

(12-20) para mantener las relaciones relativas
entre los diferentes amplicones,

Los cebadores contienen colas universales
(con 8-11 bases idénticas para pravenir
dimeros de cebadores), lo que también
permite una amplificacién universal

del cebador para agregar un biotina en 5'.

Los productos de la PCR incorporan dU, 5
5" que permite la prevencion de arrastres. 3
3' (Los productos carecen de grupos

metilo, proporcionando proteceidn

adicional.) Separar el producto

de los cebadores y capturar el producto
biotinilado sobre un soporte sdlido.

Los oligonuclettidos de ligadura especificos

de la region metilada contienen colas para s
la posterior amplificacion por FRET. 3
La ligasa une covalentemente los dos
oligonuclestidos entre si.

Eliminar por lavado los cebadores

no ligados. Desnaturalizar el producto
de la diana, después detectar

y enumerar la sefial FRET.

A4
m m m
m m
A ADN genomico
1 metilado
m m
m m
m m
ﬁ@
"7
$€—=
m m
u u uu uu u
U uu u u
5-F1 -3
= 2] _D-3
U uu u u u
C=,
D
Figura 47
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Reaccion de Nucleasa-Ligadura-PCR-qPCR con V m m m
prevencion de arrastres para detectar metilacidn.
Aislar ADN genémico o ADNIe. Tratar con Haelll A M m m
(GG"CC) y endonucleasas de restriccion

sensibles a metilo Bshl236! (CG"CG) y HinPll 1
(G*CGC), y UNG (37°C, 30-60 minutos)

para digerir completamente el ADN no metilado y

evitar los arrastres. m m m

AN ADN genomico
metilado

Ligar un oligonucledtido en forma de horquilla l

que contiene la secuencia marcadora (Al')

para liberar nuevamente el fosfato Ai O m m m
de la hebra molde.

5

Tratar con HinPIl y Bshl2361 a 37°C, después destruir 1
térmicamente las endonucleasas activando la

polimerasa Taq. Los cebadores especificos de locus

(que contienen la secuencia marcadora Ci)

se desbloquean con ARNasaH2 sclamente cuando m

estan unidos a la diana, y se extienden con olimerasa, C=._ 3 BIk

cuya actividad 5" nucleasa digiere la porcion en 5' Al Y 5 %
&

de la horquilla para generar el complemento
de la diana con la secuencia Ai". La horguilla no ligada
se extiende sobre si misma.

. A
Amplificar las regiones que contienen metilo 5 =>®
usando PCR (y dUTF) con los cebadores
marcadores Ai y Ci. Realizar una amplificacion A U UU U U U u uu d— 5
de ciclos limitadas (12-20) para mantener ! 1
las relaciones relativas entre los diferentes

amplicones. (Opcional: distribuir por alicuotas l

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

5 U U UU UUuU U wu u 3
Los productos de la PCR incorporan dU, 5’ —> Fl_Q

gue permite la prevencion de arrastres.

(Los productos carecen de grupos metilo, @ & 5
proporcionando proteccion adicional.) Distribuir , s
por alicuotas entre pocillos independientes 3 5
para deteccion Tagman usando cebadores

especificos de locus y una sonda Tagman.

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa

Taq libera el grupo fluorescente para generar Fl= Q
una sefial. (Los productos de la PCR que
contienen dU para prevencion de arrastres.) u Uu uu u

£ 5

Figura 48
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Reaccién de Nucleasa-Ligadura-PCR-gPCR
con prevencion de arrastres para detectar
metilacion. Aislar ADN gendmico o ADNIc. A M m m
Tratar con Haelll (GG'CC), Bshl236|

(CG"CG) y HInPIl (G"CGC), y UNG. 1

w ADN gendmico
metilado

Ligar un oligonucledtido en farma . ©
de horguilla que contiene la secuencia Al m m 3

marcadora (Ai") para liberar nuevamente {

el fosfato de la hebra molde. Al
|

Tratar con HinPll y Bshl2361 a 37°C, después 1
destruir térmicamente las endonucleasas activando
la polimerasa Taq. Los cebadores especificos

de locus (que contienen la secuencia marcadora g~ 3
Ci) se desbloquean con ARNasaH2 solamente (_=— 3 Blk

cuando estan unidos a la diana, y se extienden A A r

con polimerasa, cuya actividad 5' nucleasa digiere & *

la porcidn en 5" de la horquilla para generar
el complemento de la diana con la secuencia Ai'.

Amplificar las regiones que contienen metilo 3 5
usando PCR (y dUTP) con los cebadores

marcadores Ai y Ci. Realizar una amplificacion Aj* ®‘= 5
de ciclos limitadas (12-20) para mantener Ci

las relaciones relativas entre los diferentes

amplicones. (Opcional: distribuir por alicuotas l

entra 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

4 U Uy v u uou u

=4-&

Los productos de la PCR incorporan du, ,

gue permite la prevencion de arrastres. Distribuir 5 " -

por alicuctas entre pocillos independientes para F1 Bj Q Aj Bj Cj
deteccion UniTaq, y amplificar usando cebadores ¢ 5’
especificos de locus con colas Aj y Bj-Cj, @ €

asi como cebadores especificos UniTaq
(F1-Bj-Q-Aj y Cj). 3 5

Productos de ADN bicatenarios de la PCR; 1
el bloqueante de polimerasa detiene
la extension de la hebra inferior.

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida U u u
que disminuye la temperatura, se forma una
horquilla entre Bj y BJ'. La actividad 5'-> 3’
nucleasa de la polimerasa Tag extiends

el cebador Ci y libera el grupo fluorescente para
generar una sefial. (Los productos de la PCR
que contienen dU para prevencion de arrastres.)

Figura 49
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34

v
Reaccién de PCR-LDR-gFCR con prevencion de m
arrastres para detectar mutaciones. Aislar ADN
genomico o ADNIc. Tratar con Bshl236| (CGMCG) o) m
y UNG (37°C, 30-60 minutos) para digerir A A w ADN genomico
completamente &l ADN no metilado y evitar metilado

los arrastres. Tratar con bisulfito, lo que convierte

las hebras en no complementarias. 1

Hibridar cebadores especificos de locus 3' Blk
en presencia de BstUl (CGACG), que escinde
el ADN arrastrado. Los cebadores u m u u u u ou m
se desbloguean con ARNasaH2 solamente A
cuando se unen a la diana. Amplificar l

las regiones que contienen metilo usando PCR

(y dUTP). Realizar una amplificacion de ciclos

limitadas (12-20) para mantener las relaciones U m U u u u U m u
relativas entre los diferentes amplicones.
El oligonucledtido bloqueante se puede usar 5 —_— & —

para limitar la amplificacion del ADN no metilado 5" Blk Blk 3 5
original (Opcional: distribuir por alicuotas entre & €—
12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.) u m u u U u u m y

u u uu uu u

Los productos de la PCR incorporan dU,
gque permite la prevencidn de arrastres. 3 5’
(Los productos carecen de grupos metilo, U uuu v ouou
proporcionando proteccion adicional.)

Los oligonucledtidos de ligadura especifico 5 ) . .
de la region metilada contienen marcadores Ai ci’ 3

(Ai, CI') para la posterior amplificacién por PCR. % O f

La ligasa une covalentemente los dos Y 5
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas U UUU U uu

entre pocillos independientes para su deteccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana , Ad @ F1
originales. Solamente se amplificaran 5
los auténticos productos de la LDR, cuando 5 3
se use PCR (y dUTF) con cebadores +«—
especificos de marcadores (Ai, Ci). E 3 Ci
Cada sonda TagMan™ expande la unidgn I

de ligadura. 1

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa r=1
Taq libera el grupo fluorescente para generar
una sefal. (Los productos de la PCR

que contienen dU para prevencion de arrastres.)

Figura 50
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3q

v
Reaccion de PCR-LDR-gPCR con prevencion m
de arrastres para detectar mutaciones.
Aislar ADN gendmico o ADNIc. Tratar con
Bshi238l (CG'CG) y UNG (37°C, 30-60 m m w
minutos) para digerir completamente el ADN A A ADN gendémico
no metilado y evitar los arrastres. Tratar metilado
con bisulfito, lo que convierte las hebras l
en no complementarias. v

m

Hibridar cebadores especificos de locus 3" Blk "* 5
en presencia de BstlUl (CGA*CG), que escinde
el ADN arrastrado. Los cebadores u m u u U u u m
se desbloguean con ARNasaH2 solamente FaY
cuando se unen a la diana. Amplificar

las regiones que contienen metilo usando PCR l

(y dUTP). Realizar una amplificacian de ciclos
limitadas (12-20) para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

El oligonucledtido bloqueante se puede usar 5 —>® 5 mk EY ,
para limitar la amplificacion del ADN no metilado * -(— 5
original (Opcional: distribuir por alicuotas entre
12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.) u-m u u u u u m u

=

5 3
3 5

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especifico de la 1

region metilada contienen marcadores (Ai, Bi-Ci') 5 A Bi* Ci’ EX
para la posterior amplificacion por PCR. La ligasa = @f

une covalentemente los dos oligonucledtidos entre

si. Distribuir en alicuotas entre pocillos 3 5’
independientes para su deteccion. Uu uuu u u u

Tratar con UDG para prevencidn F1 l

de arrastres, lo que también destruye I3 Bi Q ..

los amplicones diana originales. Solamente W

sa amplificaran los auténticos productos ,
de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP) 5 ———— 3

con cebadores especificos de Unitag d= 5
(F1-Bi-Q-Ai, Ci). L

Productos de ADN bicatenarios de la PCR; Bi ,
el bloqueante de polimerasa detiena 5 —— —_— 3
la extensidn de la hebra inferior. 3 —_— 5

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida 1

que disminuye la temperatura, se forma Fi
una horguilla entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3'

nucleasa de la polimerasa Taq extiende Q

el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial,

Figura 51
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A. Reaccién de PCR-qPCR con prevencién
de arrastres para detectar mutaciones. Aislar
ADN gendmico o ADNIe. Tratar con Bshl2361
(CG'CG) y UNG (37°C, 30-60 minutos) para di-
gerir completamente el ADN no metilado
v avitar los arrastres. Tratar con bisulfito,
lo que convierte las hebras en
no complementarias.

B. Hibridar cebadores especificos de locus
en presencia de BstUl (CG*CG), que escinde
el ADN arrastrado. Los cebadores
se desbloquean con ARNasaH2 solamente
cuando se unen a la diana. Distribuir
por alicuotas en 12, 24, 48 o 96 pocillos,
y amplificar las regiones que contienen metilo
usando PCR (y dUTP) con cebadores especifi-
cos de locus. Realizar una amplificacion
de ciclos limitadas (12-20) para mantener
las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones. Los cebadores contienen colas
universales
(con B-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores), lo que también permite
una amplificacion universal del cebador
para agregar un biotina en 5'. El oligonucledtido
blogueante se puede usar para limitar
la amplificacién del ADN no metilado original.

C. Los productos de la PCR incarporan dU,
que permite |la prevencion de arrastres. &’
(Los productos carecen de grupos metilo, 3’
lo que proporciona proteccion adicional.)
Separar el producto de los cebadores
y capturar el producto biotinilado sobre
un soporte solido.

D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la regidn metilada contienen colas
para la posterior amplificacion por FRET.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si.

E. Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar y enumerar la sefial FRET.

182

v v
m m
m m
A A “\ADNgenémim
l metilado
v
U m uou u u U m u
5 *L Blk 3"
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u m u u U uu Mmooy
A
u m uou u u U m u
* 5" Blk Blk 3"
5 -t & . 85
» €—= 5
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Reaccion de PCR-gPCR con prevencion

de arrastres para detectar metilacion.

Aislar ADN genémico o ADNIc. Tratar

con Bshi2361 (CG'CG) y UNG (37°C, 30-60
minutos) para digerir completamente el ADN
no metilado y evitar los arrastres. Tratar

con bisulfito, lo que convierte las hebras

en no complementarias.

Hibridar cebadores especificos de locus

en presencia de BstUl (CGACG), que escinde

el ADN arrastrado. Los cebadores se desbloguean
con ARMasaH2 solamente cuando se unen

a la diana. Amplificar las regiones que contienen
metilo usando PCR con dNTP.

Realizar una amplificacion de ciclos limitadas
(12-20) para mantener las relaciones relativas
entre los diferentes amplicones.

Los oligonucledtidos bloqueantes se pueden usar
para limitar la amplificacidn del ADN no metilado
original. (Opcional: distribuir por alicuotas entre
12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR estan no metilados,
lo que proporciona proteccion frente a arrastres.

Distribuir por alicuotas entre pocillos
independientes para deteccidén Tagman usando
cebadores especificos de locus y una sonda
Tagman. Se usan oligonucledtidos blogueantes
opcionales para limitar la amplificacian del ADN
no metilado original

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Taqg
libera el grupo fluorescente para generar

una sefial. (Los productos de la PCR gue contienen
dU para prevencion de arrastres.)

v v
m m
m m
A A w ADN genomico
l metilado
v
U m uu u u U m u
5 ‘l*r Blk 3"
3" Blk L 5
u m u u u u u Mmooy
A
u m uu u u U m u
s> oo Blk 3’ 5’
& €—
u m u u U u u m u
5 3
3 5
5 ¥
5 —_— Fl__q
5 Blk Blk 3’
$€—°
¥ 5
Fle Q
I =1
o u uu u 3
3 5
uu u u u
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A. Visién general: Reaccion RT-PCR-LDR- 1 2 3 4 5
¢gPCR con prevencién de arrastres para

detectar translocaciones en el ARNm.
llustracién de translocaciones entre dos
genes mostradas para el ADN. a b [+ d

5 z — 3
Puntos de rotura
del ADN genémico l
B. Se ilustran ejemplos de uniones por fusién .
entre los exones 1-b, 2-b y 3-b en los ARNm. 5 _’%\ e Fusion de ARNm 1
Aislar el ARNm a partir de eritrocitos 5’ 1 b c d 3
completos, exosomas o CTC. Generar ADNc =
usando transcriptasa inversa y un cebador @4_ 5
complementario del exén b. Amplificar por 5 8 Fusion de ARNm 2
PCR usando cebadores directos con los -»>
exones 1, 2 y 3. Independientemente del punto 5’ 1 2 b c d 3
de rotura de la translocacién, los cebadores _
amplificaran el fragmento mas pequefo que @4' 5
contenga la region de unién del exon. ) Fusién de ARNm 3
5 -b*
1 2 3 b [+ d
5 3
N1
/ o \
C. Los oligonucledtidos de ligadura especificos Ai [+] c Ai o Bi"-C
de la unién contienen marcadores (Ai, Ci' para S N
las sondas Tagman individuales; o Ai, Bi-Ci E—— E——
para sondas UniTaq) para la posterior 1 b 1 b
amplificacién por PCR. La_Ilgasa une Al a Ai BV - O
covalentemente los dos oligonucleétidos ES (-] = x )
entre si, si son perfectamente complementarios I — I —
en la unién. Distribuir en alicuotas entre
) - . s 2 b 2 b
pocillos independientes para su deteccion
usando PCR en tiempo real. Ai ° ci’ Ai o Bi’ - Ci
S A N
E— E—
3 b 3 b
D. Cuando se utilizan cebadores especificos l l
de la marca (Ai, Ci) para amplificar los productos F1
de la LDR del conjunto superior, cada sonda F1 Q Q
TagMan expande la unién de ligadura, - — k"’
y se puede puntuar individualmente. Cuando e — ='_=4_
se usan cebadores especificos de UniTaq <+
(F1-Bi-Q-Ai, Ci), para amplificar los productos F1
de la LDR del conjunto inferior, el mismo F1 Q = Q
conjunto de cebadores puntua la translocacion - —
dada, independientemente de la unién al exén e — = =4_
especifica. +
F1
F1 Q
e — e —
- +
Figura 54
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A. Reaccién RT-PCR-LDR-gPCR 5
con prevencion de arrastres para detectar
translocaciones en el ARNm.

Aislar el ARNm. w
Fusion de ARNm

3

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para l
pravencion de arrastres, destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias
del ADNc (usando dUTP) con cebadores «.
especificos del transcrito en 3'. Activar la * 5/
polimerasa Taq y realizar una amplificacion
de ciclos limitadas (12-20) para mantener l

las relaciones relativas entre los diferentes 5
amplicones. Los cebadores contienen colas
de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros % *
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas 3
entre 12, 24, 48 o 96 pocilles antes de la PCR.) U u Uuu uuu u U P

5(

C. Los productos de la PCR incorporan dU, 5 3

que permite la prevencicn de arrastres,

U UuU u u u u
D.  Los oligonucledtidos de ligadura especificos
del exdn contienen marcadores
(Al, CI") para la posterior amplificacion por PCR. l
La ligasa une covalenternente los dos
oligenucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas 5 o 3
entre pocillos independientes para su deteccion, Al Ci’

(Los productos de la LDR no se amplifican %Q_ = ,ﬁ“

con ninguno de los cebadores de PCR o LDR
originales, lo que proporciona proteccion adicional,)

E. Tratar con UDG para prevencion

de arrastres, lo que también destruye los s Al F1 Q

amplicones diana originales. Solamente 5 => —

se amplificaran los auténticos productos T

de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de marcadores @*': 5

(A, Ci). Cada sonda TagMan™ expande Ci

la unidn de ligadura. l

F. La actividad 5'-> 3 nucleasa de la polimerasa Taq ! !

libera el grupo fluorescente para generar

una sefal. (Los productos de la PCR que contienen U uu u

dU para prevencion de arrastres.) g’ — e 3

] N

3 u u u 5

Figura 55
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Reaccidon RT-PCR-LDR-gPCR

caon prevencién de arrastres para
detectar franslocaciones en el ARNm.
Aislar el ARNm.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para
prevencion de arrastres, destruir tdrmicamente,
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias
del ADMc (usando dUTF) con cebadores
especificos del transcrito en 3. Activar la
polimerasa Taq y realizar una amplificacion

de ciclos limitadas (12-20) para mantener

las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones. Los cebadores contienen colas

de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrasires.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la union del exan contienen marcadores

(A, Bi-Ci') para la posterior amplificacian por
PCR. La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas
entre pocillos independientes para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
lo que también destruye los amplicones diana
originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando
se usa PCR (y dUTP) con cebadores
especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci).

Productos de ADN bicatenarios de la PCR;
el bloqueante de polimerasa detiene la extension
de la hebra inferior.

Tras la etapa de desnaturalizaciaon, a medida
que disminuye la temperatura, se forma

una horguilla entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3
nucleasa de la polimerasa Taq extiende

el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una senal.

5 3
Fusion de ARNm
5 3
& - .
5J 1
~aup &
3 5
u u uu uu u u u
$ # 5
- uu UUu uu u 3
3 5

Figura 56

186



Reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion
de arrasires para detectar translocaciones
en el ARNm. Aislar el ARNm.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, distribuir por
alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos,

y destruir térmicamente. Utilizar la
transcriptasa inversa para hacer copias

del ADMc (usando dUTP) con cebadores
especificos del transcrito en 3.

Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas entre
los diferentes amplicones. Los cebadores
contienen colas universales (con 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebado-
res), lo que también permite

una amplificacién universal del cebador para
agregar un biotina en 5'.

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores

y capturar el producto bictinilado sobre
un soporte salido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unién del exdn contienen colas para

la posterior amplificacion por FRET.

La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. (Los productos

de la LDR no se amplifican con ninguno

de los cebadores de PCR o LDR originales,
lo que proporciona proteccion adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.

Desnaturalizar el producto de la diana, despues F1
detectar y enumerar la sefial FRET. @

ES 2784342 T3

Fusién de ARNm

. 5
u u Uu uuu u u @#— 5
a5
u u Uu uu u 3

u uu u u u u

Figura 57
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Vision general: Reaccién RT-PCR-LDR-

gPCR con prevencion de arrastre para 1 7 I3 3b a
detectar el corte y empalme alternativo. 5 R fr—— — —— 3
llustracion del gen con 5 exones mostrados
para el ADN.
ADN genomico

Se ilustra un ejemplo de ARNm normal

(1-2-3a-4) y una variante de corte y empalme 5 & ARNm natural
alternativo (1-2-3b-4), Aislar el ARNm a partir 1 2 3a 4
de eritracitos completos, exosomas o CTC. 5 — e S 3
Generar ADNc usando transcriptasa inversa -
y un cebadar complementario del exdn 4. *+95
Amplificar por PCR usando el cebador directo
del_exén 2, generando amplicones de ambas 5’ _.‘* Variante de ARNm
variantes de corte y empalme. g
1 2 3b 4 de corte
5 — y empalme alternativo
*‘— 5

Los oligonucledtidos de ligadura especificos / o \
de la unién contienen marcadores (Ai, Ci'
para las sondas Tagman individuales;
o Ai, Bi-Ci para sondas UniTaq) A cr A BY - O
para la posterior amplificacién por PCR. ! o ! ! o -G
La ligasa une covalentemente los dos SN NS
oligonucleotidos entre si, si son perfectamente
complementarios en la union. a4 3a 4
Distribuir &n alicuctas entre pocillos Ai ci Ai Bi' - CF’
independientes para su deteccion usando PCR = 0 _ = °f -
en tiempo real. ——— —————

3b 4 3b 4
Cuando se utilizan cebadores especificos
de la marca (Ai, Ci) para amplificar los productos F1
de la LDR del conjunto superior, cada sonda F1 Q .‘9._.
TagMan expande la unién de ligadura, y se puede = —
puntuar individualmente. Cuando se usan cebadores _— -
especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci), -+
para amplificar los productos de la LDR E2
del conjunto inferior, un conjunto de cebadores F2 Q = Q
puntlia una unién de ligadura dada. - —

e ——
-+ -+
Figura 58
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Reacciéon RT-PCR-LDR-qPCR con prevencién
de arrastres para cuantificar el transcrito
natural y el de corte y empalme alternativo

ARNm natural

(3a vs 3b). Aislar el ARN. 5 = — 3
Trat UDG o ADN glicosilasa) Variante de ARNm
ratar con uracilo glicosilasa),
destruir térmicamente. Usar la transcriptasa 1 2 3b 4 ¥ de corte .
inversa para hacer copias del ADNc 5 —_— y empalme alternativo
(usando dUTP) con cebadores especificos
del transcrito en 3'. Activar la polimerasa Taq
y realizar un namero limitado de ciclos
de amplificacion por PCR (12-20)
para mantener relaciones relativas 5 & 5 @
de diferentes amplicones. Los cebadores N 4 3p 4
contienen colas de 8-11 bases = 3 = 3
para evitar dimeros de cebadores. 5’ g’
(Opcional: distribuir por alicuotas 4ouuuuu ‘\4=' 5 U ouudouu \‘= 5
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.) A ®
uu Uuu uu u uu Uuu uu u
5 ] ¥ S ———— 3
Los productos de la PCR incorporan 3 I 5 Y L ] 5
dU, lo que permite la prevencion u uu u u u u Uu uuu u u u
de arrastres.
Los oligonucleétidos de ligadura especificos 1
de la unién al exén contienen marcadores
(Ai, Ci’) para la posterior amplificacién por
PCR. La ligase une covalentemente dos 5 Ai @
oligonucledtidos entre si. Distribuir por \ 3a ci’ 3’
alicuotas para su deteccion (los productos 5 =
de la LDR no se amplifican por ninguno de Ai 3b
los cebadores de la PCR o LDR originales, ¥
lo que proporciona proteccién adicional.) E—
3 U Uuu u u u >
N ——— |
3 U Uuu u u u 5
Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo
que también destruye los amplicones de la diana 1
original. Solamente los producto de la LDR au-
ténticos se amplificaran cuando se use la PCR
(y dUTP) con cebadores especificos del marcador ., AW F1
(Ai, Ci). Cada sonda Tagman amplia la union 5 = —Q
de ligadura. 5 e e——— 3’
N 5
® G
S
La actividad nucleasa 5'->3' de la polimerasa Taq 5’ Ai ¥ p) Q

libera el grupo fluorescente para generar la sefial.
Los valores de Ct relativos reflejan la cantidad
relativa de cada transcrito. 4= 5

Figura 59
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencién

de arrastres para cuantificar el transcrito ARNm natural
natural y el de corte y empalme alternativo , 3
(3a vs 3b). Aislar el ARN. 5 —_— —

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosilasa), Variante de ARNm
destruir térmicamente. Usar la transcriptasa 1 2 3b 4 ¥ de corte
inversa para hacer copias del ADNc (usando 5 ———— — y empalme alternativo
dUTP) con cebadores especificos

del transcrito en 3. Activar la polimerasa Taq

y realizar un numero limitado de ciclos
de amplificacién por PCR (12-20)
para mantener relaciones relativas

de diferentes amplicones. Los cebadores 5 * 3 4 5 * b a
contienen colas de 8-11 bases =) a =
para evitar dimeros de cebadores. 5’

(Opcional: distribuir por alicuotas u uuu u U == U uuu u U ==
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR). * &

i ] . — ]
Los productos de la PCR incorporan 3

du, lo que permite la prevencién u uuu u uwu Uu uuu u u u

de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos 1
de la unién al exén contienen marcadores

(Ai, Bi-Ci') para la posterior amplificacion por

PCR. La ligase une covalentemente dos 5

oligonucledtidos entre si. Distribuir por alicuotas = a Bi (o4 3’
para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, 3 U uuuououu 3
lo que también destruye los amplicones de la Y L —— [
diana original. Solamente los producto de la U uuu u uwu 5
LDR auténticos se amplificaran cuando se use

la PCR (u dUTP) con cebadores especificos F1 1

del marcador (F1-Bi-Q-Ai, Ci).

, Bi
3a

Los productos de ADN bicatenarios de la 2 ® i 5

PCR (no se muestra); el bloqueante de la 5 Bi Q ,: ®

polimerasa detiene la extension M’

de la hebra inferior. 3b ’
O e e e 3

o T
Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida A Ci
que la temperatura disminuye, se forma una l

horquilla entre Bi y Bi'. La actividad nucleasa
5->3' de la polimerasa Taq extiende

el cebador C1 y libera el grupo fluorescente
para generar la sefial. Los valores

de Ct relativos reflejan la cantidad relativa
de cada transcrito.

Figura 60

190



ES 2784342 T3

Reaccidn de RT-PCR-qLDR con prevencidn

de arrastres para cuantificar el transerito natural ARNm natural
y el de corte y empalme alternativo (3a vs. 3b). 1 2 3a 4 3
Aislar el ARNm, 5§ e S e—————————
Variante de ARNm
Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) K de Cc:ﬁzr::;:mﬁalme
para prevencitn de arrastres, distribuir 1 2 3b 4 .
por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, 5 ——— - ——————— 3
y destruir térmicamente. Utilizar la transcriptasa
inversa para hacer copias del ADMc (usando dUTP)
con cebadores especificos del transcrito en 3°, 1
Activar la polimerasa Taq y realizar una amplificacion c *®
de ciclos limitadas (12-20) para mantener —
las relaciones relativas entre los diferentes 5 3a 4 3
amplicones. Los cebadores contienen colas 5
universales (con 8-11 bases idénticas para prevenir U uu u u U g5
dimeros de cebadores), lo que también permite & i )
una amplificacién universal del cebador para agregar , & * B-5
un biotina en &', — @
5 —_— 3b 4 3
5’ I

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores

y capturar el producto biotinilado sobre
un soporte sdlido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la union del exon contienen colas para

la posterior amplificacidn por FRET. La ligasa

une covalentemente los dos oligonucledtidos

entre si. (Los productos de la LDR no se amplifican
con ninguno de los cebadores de PCR o LDR l

originales, lo que proporciona proteccion adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores

no ligados. Desnaturalizar el producto
de la diana, después detectar

y enumerar la sefial FRET

3a 3h

c c=
o

Figura 61
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A. Reaccién RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion
de arrastre para detectar un transcrito de corte
y empalme alternativo (por ejemplo, 3b) de bajo
nivel. Aislar el ARNm.

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para
prevencion de arrastres, destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias
del ADNc (usando dUTP) con cebadores
especificos del transcrito en 3'. Activar la
polimerasa Taq y realizar una amplificacion
de ciclos limitadas (12-20) para mantener
las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones. El cebador especifico del exon
no amplifica el transcrito wi.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores.
{Opcional; distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48
o 96 pocillos antes de la PCR.)

C. Los preductos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unién del exén contienen marcadores
(Ai, Ci') para la posterior amplificacion por PCR.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas
entre pocillos independientes para su deteccion.

E. Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
lo que también destruye los amplicones diana

originales. Solamente se amplificaran los auténticos

productos de la LDR, cuando se use PCR

(y dUTP) con cebadores especificos de marcadores
(A, Ci). Cada sonda TagMan™ expande la unién

de ligadura.

F. La actividad 5'-> 3' nucleasa de |la polimerasa Taqg
libera el grupo fluorescente para generar una sefial.

(Los productos de la PCR que contienen dU
para prevencion de arrastres.)

ARNmM natural

1 2 3a 4
5 1 — £
Variante de ARNm
de corte y empalme
1 2 3b 4 K alternativo
gy = — ¥

5 ®
= 3b 4 .
5
U uu u u u ‘=
® 5
u u uu uu u
5ﬁ§3’
, ESSSSSS— . _
3 U Uu u u u u 5
5 (5] " 3’
Al g Ci
N ———— NS
3 U Uu U u u u 5
5J AI $F1 Q

Figura 62
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Reaccion PCR-LDR con prevencion de ARNmM natural

arrastre para detectar un transcrito de corte 1 2 3a 4 t )

¥ emp_aln'!e alte_rnativo (por ejemplo, 3b) 5 e ————— 3

de bajo nivel. Aislar el ARNm. Variante de ARNm
de corte y empalme

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) 1 2 3b 4 z alternativo

para prevencion de arrastres, destruir térmicamente. — 3
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias

del ADNc (usando dUTP) con cebadores especificos del

transerito en 3'. Activar la polimerasa Taq y realizar una

amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas entre
los diferentes amplicones. El cebador especifico s "

del exén no amplifica el transcrito wi. Los cebadores 5 N 3hb 4

contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir 3
dimeros de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas 5

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.) uouuwuouu %‘= 5

Los productos de la PCR incorporan dU, ¥ U Uu U u u u 5
que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos l

de |la union del exdn contienen marcadores

(A, Bi-Ci') para la posterior amplificacién por PCR. . .

La ligasa une covalentemente los dos 5 Ai e Bi’ Ci 3

oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas % 3b f
entre pocillos independientes para su deteccion.

3 U Uuu u uwu 5
Tratar con UDG para prevencion de arrasires, F1 1
lo que también destruye los amplicones diana 5 Bi Q
originales. Solamente se amplificaran los auténticos Aj ol
productos de la LDR, euando se usa PCR (y dUTP) 3b
con cebadores especificos de Unitag (F1-bi-Q-Ai, Ci). L ————
e®‘= 5.1
l Ci
Productos de ADN bicatenarios de la PCR; Floai @ n u uu u g o
el bloqueante de polimerasa detiene 5 P — 3
la extensién de la hebra inferior. S e R ——

Tras |la etapa de desnaturalizacion,
a medida que disminuye la temperatura,

se forma una horquilla entre Bi y Bi". 1
La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Tag
extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial.

Figura 63
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A. Reaccion PCR-LDR con prevencion de arrastre
para detectar un transcrito de corte y empalme
alternativo (por ejemplo, 3b) de bajo nivel. ,
Aislar el ARNM. 5 — 3

ARNmM natural

Variante de ARNm
de corte y empalme

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) E alternativo

para prevencion de arrastres, distribuir por alicuotas 1 2 3b 4 )
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, y destruir D e e w————— 3
térmicamente. Utilizar la transcriptasa inversa

para hacer copias del ADNe (usando dUTP)

con cebadores especificos del transcrito en 3'. l

Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacian de ciclos limitadas (12-20)

para mantener las relaciones relativas entre , &

los diferentes amplicones. Los cebadores contienen 3 — ®

colas universales (con 8-11 bases idénticas > 3b 4

para prevenir dimeros de cebadores), 5

lo que también permite una amplificacion universal 5
del cebador para agregar un biotina en 5'. u uuuouoy $‘=_ 5

$h B -5
|

3
S ————

, u u Uuu uu u

C. Los productos de la PCR incorporan dU, D — e —————
que permite la prevencion de arrastres.  — e ———
Separar el producto de los cebadores U Uuu u u u

y capturar el producto biotinilado sobre
un soporte solido.

D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unién del exdn contienen colas para
la posterior amplificacion por FRET. La ligasa
une covalentemente los dos oligonucledtidos
entre si. (Los productos de la LDR 3
no se amplifican con ninguno de los cebadores
de PCR o LDR criginales, lo que proporciona
proteccion adicional.)

E. Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana, 3b

después detectar y enumerar la sefial FRET. @ F2
D

Figura 64
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A. \Vision general: Reaccion RT-PCR-LDR- 1a
gPCR con prevencion de arrastre para 5 ——
detectar el corte y empalme alternativo.
llustracidn del gen con 3 exones, y un sitio
de inicio alternativo y un primer exdn, ADN genémim
mostrados para el ADN.

[¥5]
2

B. Seilustra un ejemplo de ARNm normal (1-2-3) 5 -b* ARNmM natural
¥ una variante de corte y empalme alternativo
(1a-2-3). Aislar el ARNm a partir de eritrocitos , ! 2 3 3
completos, exosomas o CTC. Generar ADNc 5 —_—
usando transcriptasa inversa y un cebador a5

complementario del exdn 2. Amplificar por
PCR usando cebadores directos con los

P ? " H 5’ _b@ Sitio de inicio
exones 1y 1a, generando amplicones de am- )
bas variantes de corte y empalme. 1a 2 3 K del ARNm altemativo
5, — 3’
@"- 5‘
/ o \l
C. Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la
unian contienen marcadores (Ai, Ci' para las sondas
Tagman individuales; o Ai, Bi-Ci para sondas UniTaq) o ci’ Aj Bi’ - Ci*
para la posterior amplificacion por PCR. La ligasa A — %_o_ﬁ:
une covalentemente los dos oligonucledtidos entre si, ——— —
si son perfectamente complementarios en la union. 1 2 1 2
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccion usando PCR en tiempo real. o A B - Ci'
*he_ﬁ “a—a—#:
——— ———
la 2 1la 2

D. Cuando se utilizan cebadores especificos de la

marca (Ai, Ci) para amplificar los productos de Fl

la LOR del conjunto superior, cada sonda F1 Q I\Q_'

TaqMan expande la unidn de ligadura, y se - - ———

puede puntuar individualmente. Cuando se = - -

usan cebadores especificos de UniTaq

(F1-Bi-Q-Ai, Ci), para amplificar los productos F2

de la LDR del conjunto inferior, un conjunto de F2 Q l~9~+

cebadores puntua una union de ligadura dada. -»> = EE——
-+ -+

Figura 65
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR ARNm natural
con prevencién de arrastres para cuantificar '\_* 1 2 3
el sitio de inicio de la transcripcién natural D — e e ¥
y alternativo (1 vs. la). Aislar el ARNm. Sitio de inicio del ARNm
alternativo

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) Y 1a 2 3
para prevencion de arrastres, 5 3
destruir térmicamente. Utilizar la transcriptasa
inversa para hacer copias del ADNc
(usando dUTP) con cebadores especificos
del transcrito en 3", Activar la polimerasa Tag
y realizar una amplificacion de ciclos limitadas
(12-20) para mantener las relaciones relativas
entre los diferentes amplicones. 5 &® 1 2 5 ®
Los cebadores contienen colas de 8-11 =P‘ 3 =’ 1a 2 3
bases idénticas para prevenir dimeros o T — [
de cebadores. (Opcional: distribuir U uu u uwu u uuu U U e—
por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos &® 5’ & 5
antes de la PCR.) l

o YU Uuuuu U, o uu Uu uu u 3
Los productos de la PCR incorporan dU, 3 —— 5 3,—5 g
que permite la prevencidn de arrastres. U uu u uw uou u uu u uou u
Los oligonucledtidos de ligadura especificos 1

de la union del exén contienen marcadores
(Ai, CI') para la posterior amplificacién por PCR.

La ligasa une covalentemente los dos 5 Al @
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas = 1 , EY
entre pocillos independientes para su deteccidn.

(Los productos de la LDR no se amplifican Y

con ninguno de los cebadores de PCR o LDR %ké

originales, lo que proporciona proteccidn adicional.)

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana 1
originales. Sclamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando se

use PCR (y dUTP) con cebadores especificos . A @ 2

de marcadores (Ai, Ci). Cada sonda TagMan™ 5 =’ _Q

expande la union de ligadura, D e —— Y
$‘= 5

Ci

La actividad 5-> 3' nucleasa 5’ Al _# Q

de la polimerasa Taq libera el grupo 5 =P — 3

fluorescente para generar una sefal. —_————————

Los valores relativos de Ct reflejan <4 5

la cantidad relativa de cada transcrito. & Ci

Figura 66
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Reaccidn RT-PCR-LDR-gPCR ARNmM natural
con prevencidn de arrastres “ 1 2 3
para cuantificar el sitio de inicio G — e e ¥

de la transcripcion natural y alternativo
(1 vs. la). Aislar el ARNm

Sitio de inicio
Tratar con UDG (uracilo ADN del ARNm alternativo la 2 3
glicosidasa) para prevencion 5
de arrastres, destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa
para hacer copias del ADNe (usando dUTP)
con cebadores especificos del transcrito
en 3'. Activar la polimerasa Tag
y realizar una amplificacion ,
de ciclos limitadas (12-20) 5 %1 9 5
para mantener las relaciones =
relativas entre los diferentas 5 _——
amplicones. Los cebadores contienen U ouuuuu fe—_ Uuuu U U ge—
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir * 5 * 5
dimeros de cebadores. (Opcional: distribuir
por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 1
pocillos antes de la PCR.)

3’

Los productos de la PCR 3
incorporan dU, que permite U du u u U u
la prevencidn de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de |la union del exon contienen marcadores

(Ai, CI') para la posterior amplificacion por PCR. 5 'Y ©

La ligasa une covalentemente %&Q 1 B ci’ 3
los dos oligonucledtidos entre si. 5 ) f
Distribuir en alicuotas entre pocillos Ai 1a

independientes para su deteceién. ﬁt§§=

(Los productos de la LDR no se amplifican

eon ninguno de los eebadores de PCR o LDR ¥ L uuuwu uu ¥

originales, lo que proporciona proteccion adicional.)

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, Fl . 1
- - ¥ Bi

lo que también destruye los amplicones 5 Q Al @

diana originales. Solamente se amplificaran 1

los auténticos productos de la LDR,

cuando se use PCR (y dUTP) con cebadores
especificos de marcadores (Ai, Ci). F2 @
Cada sonda TagMan™ expande 5 Bi

i
la unién de ligadura, Q Aj #® )
a

‘= 5
* g
La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa 1
Taq libera el grupo fluorescente F1 E2

para generar una sefal.
Los valores relativos de Ct
reflejan la cantidad relativa
de cada transcrito.

Figura 67
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A, Reaccion RT-PCR-gPCR ARNm natural

con prevencion de arrastres

N\ 12 3

para cuantificar el sitio de inicio 5 — 3
de la transcripcidn natural y alternativo
(1 vs. la). Aislar el ARNm.
Sitio de inicio
B. Tratar con UDG del ARNm alternativosk 1la 2 3
(uracilo ADN glicosidasa) 5 - 7’

para prevencién de arrastres, distribuir

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos,
y destruir térmicamente.

Utilizar la transcriptasa inversa

para hacer copias del ADNc (usando dUTP)
con cebadores especificos del transcritc en 3.
Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas

entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas universales
(con 8-11 bases idénticas para prevenir
dimeros de cebadores), lo que también
permite una amplificacion universal

del cebador para agragar un biotina en 5'.

C. Los productos de la PCR incorporan dU,
gue permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores
y capturar el producto biotinilado
sobre un soporte solido

D. Los cligonucledtidos de ligadura especificos
de la union del exdn contienen colas
para |la posterior amplificacidén por FRET.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si.
(Los productos de la LDR no se amplifican
con ninguno de los cebadores de PCR o LDR
originales, lo que proporciona proteccion adicional.)

E. Eliminar por lavado los cebadores
no ligados. Desnaturalizar el producto
de la diana, después detectar
y enumerar la sefial FRET

1 pp la £2
c D @ D

Figura 68
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A. Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR

ARNm natural

199

con prevencion de arrastres 1 2 3
para cuantificar el sitio de inicio D ————— e 3
de la transcripcion natural
y alternativo (1 vs. la), Aislar el ARNm,
Sitio de inicio
. Tratar con UDG del ARNm alternativask 1a 2 3
{uracilo ADN glicosidasa) 5’ 3
para prevencion de arrasfres,
destruir térmicaments.
Utilizar la transcriptasa inversa
para hacer copias del ADNc
{usando dUTP) con cebadores / ‘ \
especificos del transcrito en 3',
Activar la polimerasa Tag 5 &
y realizar una amplificacidn . 13 2
de ciclos limitadas (12-20) para mantener 3
las relaciones relativas entre los diferentes 5’
amplicones. Los cebadores contienen Uu v u U U — .
colas de 8-11 bases idénticas ® 5
para praevenir dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas 1
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
5 U ou uu uu u ¥
——
—
3 U UuU u u U ou 5
. Los productos de la PCR incorporan
duU, que parmite la prevencion de arrastres.
. Los oligonucledtidos de ligadura especificos 1
de la union del exdn contienen marcadores 5 ) , 3
{Ai, Ci') para la posterior amplificacion Ai 1a @ Ci
por PCR. La ligasa une covalentements J
los dos oligonuclectidos entre si. e —
Distribuir en alicuotas entre pocillos 3 - g’
independientes para su deteccién. L
Tratar con UDG para prevencion de arrastres, l
lo que también destruye los amplicones
diana originales. Solamente se amplificardn ., A @ F1 Q
los auténticos productos de la LDR, 3 ='» —
cuando se use PCR (y dUTP) Y e 7'
con cebadores especificos de marcadores
(Ai, Ci). Cada sonda TagMan ‘&“= 5
expande la unién de ligadura, Ci
La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Flem - Q
Taqg libera el grupo fluorescente i 1
para generar una sefial,
(Los productos de la PCR incorporan dU, U uu u
lo que permite la prevencidn de arrastres) 5 3
, eee————————
3 u u u 3
Figura 69
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A. Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR ARNm natural

con prevencion de arrastres 1 2 3
para cuantificar el sitio de inicio
de la transcripcion alternativo de bajo
nivel (1 vs. la). Aislar el ARNm.

Sitio de inicio
. Tratar con UDG del ARNm alternativask 12 2 3
(uracilo ADN glicosidasa) 5
para prevencion de arrastres,
destruir térmicamente. Utilizar
la transcriptasa inversa para hacer
copias del ADNc (usando dUTF)
con cebadores especificos del transcrito en 3'.
Activar la polimerasa Taq vy realizar
una amplificacidn de ciclos limitadas (12-20) 5
para mantener las relaciones relativas —P
entre los diferentes amplicones. 1a 2 3
El cebador especifico del exdn 5’
no amplifica el transcrito wt. L *h 5
Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores,
(Opcional: distribuir por alicuotas 1
entre 12, 24 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
u u Uu uu u
5'E_ 3
——— ——
. ¥ U UuU U U u u 5
. Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres 1
. Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la union del exan contienen marcadores g ) . ci’ 3
(Ai, Bi-Ci') para |a postarior amplificacion por PCR. Ai 1a @ Bi
La ligasa une covalentemente los dos oligonucledtidos E f
entre si, Distribuir en alicuotas entre pocillos —— ———
independientes para su deteccion. ¥y - 5’
U UuU u u u u
. Tratar con UDG para prevencion de arrastres, F1 1
lo que también destruye los amplicones , Bi
diana originales. Solamente se amplificaran 5 Q Al @
los auténticos productos de la LDR, 1a
cuando se usa PCR (y dUTP) 5 e —————————— Y
con cebadores especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci). ” »
l *®
Productos de ADN b_icalenarios fie la PCR; F1 Bi Q Ai U uu u B ci*
el bloqueante de polimerasa detiene 5 e — e 3
la extension de la hebra inferior. — e e—
3 5
u u u
. Tras la etapa de desnaturalizacién, a medida
que disminuye la temperatura, se forma
una horquilla entre Bi v Bi". La actividad 5°-> 3' nucleasa
de la polimerasa Taq extiende el cebador Ci
y libera el grupo fluorescente para generar una sefal. Al Fl
| Q -
5}
3

Figura 70
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Reaceién RT-PCR-gPCR con prevencitn ARNm natural
de arrastres para cuantificar el sitio “ 1 2 3
de inicio de la transcripcion alternativo G e 3

de bajo nivel (1 vs. 1a). Aislar el ARNm.

Sitio de inicio
del ARNm alternativo
B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) “ 1a 2 3
para prevencion de arrastres, distribuir D e N — EY

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos,
y destruir térmicamenta. Utilizar

la transcriptasa inversa para hacer copias
del ADMNc (usando dUTFP) con cebadores

especificos del transcrito en 3", l
Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacion de ciclos limitadas (12-20) , -@

para mantener las relaciones relativas entre 5 —

los diferentes amplicones. Los cebadores — la 2 s
contienen colas universales (con 8-11 bases 5 e EEEE——— 3
idénticas para prevenir dimeros de cebadores), 5 ,

lo que también permite una amplificacion u uuuu u $4=_ 5
universal del cebador para agregar un biotina @,h B-5'

en 5’

C. Los productos de la PCR incorporan dU,

que permite la prevencion de arrastres.

Separar el producto de los cebadores y capturar
el producto biotinilado sobre un soporte sélido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la unidn del exdén contienen colas para

la posterior amplificacian por FRET. La ligasa

une covalentemeante los dos oligonucledtidos

entre si. (Los productos de la LDR no se amplifican
can ninguno de los cebadores de PCR o LDR
originales, lo que proporciona proteccion adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar v enumerar la sefial FRET. la

Figura 71
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Visién general: Reaccién RT-PCR-LDR-
gPCR con prevencion de arrastres para
detectar la delecion de exones. llustracion
del gen con 5 exones y 4 intrones
mostrado para el ADN.

Ejemplo de dos ARNm, uno normal (e1-e2-e3-e4-
e5) y uno con delecidn de exones. Aislar el ARNm
de eritrocitos completos, exosomas o CTC. Gene-
rar ADNc usando transcriptasa inversa y un ceba-
dor complementario del exdn 5. Amplificar por
PCR usando cebadores directos para los exones
e3 y ed, generar amplicones de ambas variantes
de corte y empalme.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la unidn del exén contienen marcadores

(Ai, Ci' para sondas individuales Tagman; Ai
o Ai, Bi-Ci para sondas UniTaq) para la posterior
amplificacion por PCR. La ligasa une
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si,
si son perfectamente complementarios en la
union. Distribuir en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccién usando PCR
en tiempo real.

Ai

Cuando se utilizan cebadores especificos del
marcador (Ai, Ci) para amplificar los productos
de la LDR del conjunto superior, cada sonda
Tagman amplia la unién de ligadura, y se puede
puntuar individualmente. Cuando se utilizan ce-
badores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai,Ci)
para amplificar los productos de la LDR

del eonjunto inferior, un conjunto de cebadores
dado puntda una unién por ligadura dada.

el i1 e2

e3 i3 ed ia e5

L —————

ADN gendmico

ARNmM natural

el €2 o3 Tes 5 I’4
G e — . R
N
5 ® ARNm con delecion
-
el el e3 e5 de exones
5 ¥
a5
/ o \
ci’ Ai Bi" - Ci
N L
[ —— _—— e
ed4 e5 ed es
o Ci’ Ai o Bi' - Ci’
—— A
—— ——
e3 e5 e3 e5
F1
Q
+F_Q e
- -
F2
Q
_..FZ_Q L
e —— T —
-~ -
Figura 72 i
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Reaccion de RT-PCR-LDR-gLDR

con prevencion de arrastres para cuantificar
el transcrito natural y el de corte y empalme
alternativo (delecion de exones).

Aislar el ARNm.

ARNmM natural

»

EY

ARNmM con delecion

. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) el e2 e3 &5 K de exones

para prevencion de arrastres, destruir 5’ ¥
térmicamente. Utilizar la transcriptasa inversa

para hacer copias del ADNc (usando dUTP)

con cebadores especificos del transcrito

en 3. Activar la polimerasa Taq y realizar una / l \
amplificacién de ciclos limitadas (12-20)

para mantener las relaciones relativas entre
los diferentes amplicones, Los cebadores 5 &

contienen colas de 8-11 bases idénticas = ed e5 = e3 e5
para prevenir dimeros de cebadores, '
(Opcional: distribuir por alicuotas entre U Uu u u u = U uuu u U =
12, 24, 48 0 96 pocillos antes de la PCR.) * 5 & 5

Los productos de la PCR incorporan dU, 3, i — s I ——
lo que permite la prevencion de arrastres. u uuu

Los oligonucledtidos de ligadura especificos de l

la unién del exon contienen marcadores (Ai, Ci')

para la posterior amplificacién por PCR. La ligasa

une covalentemente los dos cligonucledtidos 5 A

entre si. Distribuir en alicuotas entre pocillos in- = e3 cir 3
dependientes para su deteccion. {Los productos !

de la LDR no se amplifican con ninguno de los
cebadores de PCR o LDR originales,

lo que proporciona proteccion adicional.)

3 5

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana l
originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando se

use PCR (y dUTP) con cebadores especificos , A @ F1
de marcadores (Ai, Ci). Cada sonda TagMan™ 5 = _Q
expande |la union de ligadura. o —— 3
S —— c
® g
La actividad 5-> 3' nucleasa de la polimerasa Tag 5 Al @) Q

|
|

libera el grupo flucrescente para generar
una sefal. Los valores relativos de Ct reflejan
la cantidad relativa de cada transcrito. 4= v

Figura 73
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Reaccion de RT-PCR-LDR-gLDR

con prevencion de arrastres para cuantificar
el transcrito natural y el de corte y empalme
alternativo (delecion de exones).

ARNm natural

3

Aislar el ARNm. )
ARNmM con delecion

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) el e2 e3 e5 ¥ , de exones

para prevencion de arrastres, 5 _— 3

destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa
para hacer copias del ADNc (usando dUTP)

con cebadores especificos del transcrito en 3'.
Activar la polimerasa Tag y realizar

una amplificacidn de ciclos limitadas

(12-20) para mantener 5’ & 5 &®
las relaciones relativas entre = e4 e5 Py = e3 e5 3
los diferentes amplicones. 5 5’
Los cebadores contienen colas U uu u u U = 3 Uuuu u U = ,
de 8-11 bases idénticas para prevenir & 5 & 5
dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas l
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
uu Uu uu u u u Uy uu u

B ———— 5 ¥
Los productos de la PCR incorporan dU, 5 S — g e ——
que permite la prevencion de arrastres. u uu u uouou Uu uu u u uu
Los oligonucledtidos de ligadura especificos l
de la unién del exén contienen marcadores
(A, Bi-Ci") para la posterior amplificacién 5’ Al (]
por PCR. La ligasa une covalentemente e3 . cit 3
los dos oligonucledtidos entre si. Distribuir M Bi

en alicuotas entre pocillos independientes 5 Aj f
para su deteccion. = ed

3 U UU U U U U >
Tratar con UDG para prevencién de E—
arrastres, lo que también destruye los 3 U UL U U U U 5

amplicohes diana originales. Solamente
se amplificaran los auténticos productos
de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTF)
con cebadores especificos de Unitag
(F1-Bi-Q-Ai, Ci).

Productos de ADN bicatenarios de la PCR
(no mostrados); el bloqueante de polimerasa
detiene la extension de la hebra inferior.

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida
que disminuye |a temperatura, se forma una
horquilla entre Bi y Bi'. La actividad 5-> 3’
nucleasa de la polimerasa Taq extiende el
cebador Ciy libera el grupo fluorescente
para generar una sefial. Los valores relativos
de Ct reflejan la cantidad relativa de cada
transcrito.

Figura 74
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ARNmM natural

Reaccion de RT-PCR-gLOR con prevencidn el e2 e3 ed e5
de arrastres para cuantificar el transcrito G e e S 3
natural y el de corte y empalme alternativo
(delecion de exones). Aislar el ARNm. ARNM con delecidn
el e2 e3 e5 4 de exones
5 e ——— 3

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para
prevencion de arrastres, distribuir por alicuotas

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, y destruir
térmicamente. Utilizar la transcriptasa inversa l
para hacer copias del ADNc (usando dUTP) &
con cebadores especificos del transcrito en 3" 5 » &
Activar la polimerasa Taq y realizar e3 e5
una amplificacion de ciclos limitadas (12-20) para g — 3
mantener las relaciones relativas entre 5 T
los diferentes amplicones. U ud u U U efe——g
Los cebadores contienen colas universales % & h B-5
(con 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros ' % A
de cebadores), lo que también permite > — &
una amplificacion universal del cebador para ed es5 )
agregar un biotina en 5. Y e ———

5 U UU U U U o

¢ & ¢ B-5

Los productos de la PCR incorporan dU, 5
que permite la prevencién de arrastres.
Separar el producto de los cebadores v 3

capturar el producto biotinilado sobre un
soporte solido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos ,
de la union del exdn contienen colas para 3
la posterior amplificacion por FRET. La ligasa

une covalentemente los dos oligonucledtidos

entre si. (Los productos de la LDR

no se amplifican con ninguno de los cebadores

de PCR o LDR criginales, lo que proporciona

proteccién adicional.)

3
Eliminar por lavado los cebadores no
ligados. Desnaturalizar el producto de
la diana, después detectar y enumerar
la sefial FRET.
3’
e3
(ol o=k
» C=
Figura 75
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Reaccion de RT-PCR-LDR-qLDR con prevencion
de arrastres para detectar el transcrito de corte

y empalme alternativo de bajo nivel (delecion el el e3 ed e5
de exones). Aislar el ARNm. 5

ARNm natural

3J

ARNmM con delecion
gf de exones

3

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencion de arrastres, destruir térmicamente. el e2 e3 es5
Utilizar la transcriptasa inversa )
para hacer copias del ADMNc (usando dUTP)
con cebadores especificos del transerito en 3.

Activar la polimerasa Tag y realizar
una amplificacién de ciclos limitadas (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre

? r
los diferentes amplicones. El blogueo de los 5! .g‘ 5, 3" Blk
oligonucledtidos suprime la amplificacian = ed e5 , *—e
del transcrito natural. Los cebadores contienen ) 3 ed
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros 5 U UU U U U
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas ® 5

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dUJ,
lo que permite la prevencion de arrastres l

Los cligonucledtidos de ligadura especificos
de la unidn del exdn contienen marcadores 5

(Ai, Ci') para la posterior amplificacion por PCR. e3 @
La ligasa une covalentemente los dos %§= _f’

oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas

entre pocillos independientes para su deteccion. 3 I — 5
U uu U U uou
Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo que l
también destruye los amplicones diana originales. i
Solamente se amplificaran los auténticos productos 5’ Aj @ Fi Q
de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) con ceba- —
dores especificos de marcadores (Ai, Ci). 5 —————— 3
Cada sonda TagMan™ expande la unidn de ligadura. -« 5
o*
Ci

La actividad 5-> 3' nucleasa de la polimerasa Fl= _Q
Taq libera el grupo fluorescente para generar i 1
una sefial. (Los productos de la PCR incorporan
dU, para permitir la prevencion de arrastres.)

Figura 76
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion
de arrastre para detectar un transcrito de corte
y empalme alternativo (delecién de exones) el e2 el ed eb
de bajo nivel. Aislar el ARNm. 5

ARNm natural

3

ARNm con delecion
Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) de exones
para prevencion de arrastres, destruir
térmicamente. Utilizar la transcriptasa inversa 5
para hacer copias del ADNc (usando dUTP)

con cebadores especificos del transcrito en 3.

Activar la polimerasa Taq y realizar
una amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas entre

los diferentes amplicones. El bloqueo del 5 E 3 5,3 Bl
oligonucledtido suprime la amplificacién — e3 e5 ) *—o
del transcrito wt. Los cebadores contienen colas , 3 ed

de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros 5 U UU U U U

de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas & 5

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

3

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres. l

Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unidn del exdn contienen marcadores 5’ Al O B cif 3

{Ai, Bi-Ci') para la posterior amplificacién por I a3 i
PCR. La ligasa une covalentemente los dos §%%= f

oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas

entre pocillos independientes para su deteccidn. 3 L} 5
U uu u u u u

. FL . l
Tratar con UDG para prevencion de arrastres, 5’ Bi Q ..
lo que también destruye los amplicones diana w
originales. Solamente se amplificaran e3
los auténticos productos de la LDR, cuando g e ——— e '
s& usa PCR (y dUTP) con cebadores = g
especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci). *® Ci

Fl g @ ai u uu u B ¢

Productos de ADN bicatenarios de la PCR; S e EY
el blogueante de polimerasa detiene la extension .
de la hebra inferior. 3 U u u 5
Tras la etapa de desnaturalizacién, a medida l
que disminuye la temperatura, se forma una

horquilla entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3'
nucleasa de la polimerasa Taq extiende

el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial.

Figura 77
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Reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion

de arrastre para detectar un transcrito de corte ARNmM natural
y empalme alternativo (delecidn de exones) el e2 e3 ed e5
de baja nivel. Aislar el ARNm. 5 e — - w——— N ——————— 3

ARNm con delecién
Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para el e2 e3 e5 k’ de exones
prevencién de arrastres, distribuir por alicuotas 5 — e e —— 3

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, y destruir

térmicamente. Utilizar |a transcriptasa inversa

para hacer copias del ADNc (usando dUTP)

con cebadores especificos del transcrito en 3'. 1
Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacién de ciclos limitadas (12-20)

para mantener las relaciones relativas entre los 5’ ® 5, 3" Blk
diferentes amplicones. El bloqueo del w— & *—e
oligonucledtido suprime la amplificacién del ;  — e3 es

5 3’ ed
transcrito wt. 5’ . |
Los cebadores contienen colas universales U Ul U U U e f
(con 8-11 bases idénticas para prevenir & e ,
dimeros de cebadores), lo que también permite & B-5

una amplificacion universal del cebador para
agregar un biotina en 5"

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores y
capturar el producto biotinilado sobre un l
soporte sdlido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la 5'-F1 = e3 @ - D-3

unién del exén contienen colas para la posterior
amplificacion por FRET. La ligasa une 3
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si.

(Los productos de la LDR no se amplifican

con ninguno de los cebadores de PCR o LDR

originales, lo que properciona proteccion adicional.) 1

F1
Eliminar por lavado los cebadores no ligados. @
Desnaturalizar el producto de la diana, después D

detectar y enumerar la sefial FRET.

Figura 78
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A. Vision general: Reaccion RT-PCR-LDR-

gPCR con prevencion de arrastres
para detectar el corte y empalme
alternativo con insercion de intrones.
llustracion del gen con 5 exones y 4
intrones mostrados para el ADN.

Se ilustra un ejemplo de ARNm normal
(el-e2-e3-e4-e5) y con insercion de intrones

ES 2784342 T3

el i1 e2 i2 e3 i3 e4 i4 e5 ,
5§ e . ——— 3

ADN genémico

5 _,s ARNmM natural
el e2 e3 ed e5

(el-il-e2-a3-e4-85). Aislar el ARNm a partir de 5 3
eritrocitos completos, exosomas o CTC. -
Generar ADNc usando transcriptasa inversa y * 5
un cebador complementario del exdn e2.
Amplificar por PCR usando el cebador directo S ARNM con insercion
del exon e1, generando amplicones de ambas - de intrones
variantes de corte y empalme. el §1 e2 e3 e4 es K 3
5
@“- Y

S o N\
Los oligonucledtidos de ligadura especificos Ai G A ar - o
de la unién contienen marcadores . o | [ r=u
(Ai, Ci' para las sondas Tagman individuales; o
o Al, Bi-Ci para sondas UniTaq) para al a2
la posterior amplificacion por PCR. La ligasa el e2
une covalentemente los dos oligonucledtidos
entre si, si son perfectamente
complementarios en la union. Distribuir en ) .
allcuotas entre pocillos independientes para Aj o ci’ Al ° Bi' - Ci*
su deteccion usando PCR en tiempo real. N A

o | —— S
el 1 e2 el 1 e2
Cuando se utilizan cebadores especificos de la
marca (Ai, Ci) para amplificar los productos de la F1
LDR del conj i F1 Q Q
el conjunto superior, cada sonda TagMan - — e

expande la union de ligadura, y se puede puntuar
individualmente. Cuando se usan cebadores -+ -+
especificos de UniTag (F1-Bi-Q-Ai, Ci),
para amplificar los productos de la LDR del conjunto F2 Q
inferior, un conjunto de cebadores puntda una unién _'FZ_Q N.’
de ligadura dada. — — e ———

- -

Figura 79
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Reaccion de RT-PCR-LDR-gLDR

con prevencion de arrastres para cuantificar
el transcrito natural y el de corte y empalme
alternativo (insercion de intrones).

Aislar el ARNm.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencidn de arrastres, destruir
térmicamente. Utilizar la transcriptasa
inversa para hacer copias del ADNc
{usando dUTF) con cebadores especificos
del transcrito en 3'. Activar la polimerasa
Taq y realizar una amplificacién de ciclos
limitadas (12-20) para mantener

las relaciones relativas entre 5
los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 '
bases idénticas para prevenir dimeros u
de cebadores. (Opcional: distribuir por
alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos

antes de la PCR.)

%

Los productos de la PCR incorporan dU, , — ————— S—
que permite la prevencion de arrastres. u

Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unién del exén contienen marcadores
(Ai, Ci') para la posterior amplificacion por
PCR. La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir

en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccion. (Los productos de la LDR
no se amplifican con ninguno

de los cebadores de PCR o LDR originales,
lo que proporciona proteccion adicional.)

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana

originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando se
use PCR (y dUTP) con cebadores especificos

de marcadores (Ai, Ci). Cada sonda TagMan™
expande la union de ligadura.

La actividad 5'-= 3' nucleasa de la polimerasa
Tag libera el grupo fluorescente para generar
una sefial. Los valores relativos de Ct reflejan
la cantidad relativa de cada transcrito.

ARNmM natural

Y
g

ARNmM con insercion
de intrones

N\

el e2 e3 ed

3

el 1 ez e3

5

u u uu u u u u u
—

3 u uuuouou u u 5

g AL ¥R Q

5 S— 3
g 5:
®

. A $F2 Q

5 =P —

Y ———————— Y
# 5
*
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Reaccidn de RT-PCR-LDR-gLDR ARNmMm natural
con prevencion de arrastres para cuantificar el a2 63 ed o5
el transcrito natural y el de corte y empalme -
alternativo (insercién de intrones). 5 =
Aislar el ARNm. ARNM con insercion
de intrones
‘Tratar con UDG (uracilo ADN 3) N
glicosidasa) para prevencion de el ;1 el e3 e4 e5
arrastre, destruir térmicamente. 5 —_—

Utilizar transcriptasa inversa para
lhacer una copia de ADNc (usando
dUTP) con cebadores especificos del

transcripto 3’. Activar la polimerasa

Taq y realizar una amplificacion de ,

ciclos limitada (1-20) para mantener 3 @

|as relaciones relativas entre los =P cl iL e2 3
diferentes amplicones. Los cebadores 5 —————

ccontienen colas de 8-11 bases u u uuu U uUUu e
idénticas para prevenir dimeros de 5
cebadores (Opcionalo: distribuir por 1

‘all’cuotas entre 12, 24, 48 0 96
*‘pocillos antes de la PCR)

Los productos de la PCR incorporan dU, 5
que permite la prevencion de arrastres. u u ouu

Los aligonucledtidos de ligadura especificos 1
de la union del exén contienen marcadores
(Ai, Bi-Ci') para |la posterior amplificacidn por

PCR. La ligasa une covalentemente los dos 5 Al . 0
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas = il
entre pocillos independientes para su deteccion. %

Tratar con UDG para prevencion de U ou uuuou
arrastres, lo que también destruye los
amplicones diana originales. Solamente
se amplificaran los auténticos productos
de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP)
con cebadores especificos de Unitag
(F1-Bi-Q-Ai, Ci).

Productos de ADN bicatenarios de la PCR
(no mostrados); el bloqueante

de polimerasa detiene la extension

de la hebra inferior.

. Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida
que disminuye |la temperatura, se forma una
horquilla entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3
nucleasa de la polimerasa Taq extiende

el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial. Los valores relativos
de Ct reflejan la cantidad relativa de cada
transcrito.

Figura 81
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A. Reaccion de RT-PCR-qLDR con prevencion ARNmM natural
de arrastres para cuantificar el transcrito ‘
natural v el de corte y empalme alternativo
(insercion de intrones). Aislar el ARNm.

el e2 el ed eb
B — - ——— —— 3
ARNM con insercion
de intrones

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, distribuir el i1 e2 e3d ed a5 s
por alicuctas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, e —— e ——— 3
y destruir térmicamente. Utilizar la transcriptasa
inversa para hacer copias del ADNc (usando
dUTP) con cebadores especificos del transcrito
en 3'. Activar la polimerasa Taq y realizar 5’
una amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas
entre los diferentes amplicones. Los cebadores
contienen colas universales (con 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores),
lo gue también permite una amplificacion
universal del cebador para agregar un biotina
en 5'.

C. Los productos de la PCR incorporan dU,
gque permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores y 3
capturar el producto biotinilado sobre
un soporte sdlido

D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos
de la unidn del exdn contienen colas para
la posterior amplificacion por FRET.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. (Los productos
de la LDR no se amplifican con ninguno
de los cebadores de PCR o LDR criginales,
lo que proporciona proteccion adicional.) 3

E. Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar y enumerar la sefial FRET

e
;"=

Figura 82
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion ARNM natural

de arrastre para detectar un transcrito de corte
y empalme alternativo (insercidn de intrones)
de bajo nivel. Aislar el ARNm.

\& el e2 el ed e5
SJ

3

ARNM con insercion
de intrones

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencion de arrastres, destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias del
ADNc (usando dUTP) con cebadores especificos del
transcrito en 3'. Activar |a polimerasa Taq y realizar
una amplificacion de ciclos limitadas (12-20) para
mantener las relaciones relativas entre los diferentes
amplicones. El cebador especifico del intron

no amplifica el transcrito wt. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénlicas

para prevenir dimeros de cebadores.

(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48

o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
gue permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la union del exdn contienen marcadores

(Ai, Ci') para la posterior amplificacién

por PCR. La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas
entre pocillos independientes para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencian de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana
originales. Solamente se amplificaran los auténticos
productos de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP)
con cebadores especificos de marcadores (Ai, Ci).
Cada sonda TagMan™ expande la unién de ligadura.

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Tagq libera
el grupo fluorescente para generar una sefial.

(Los productos de la PCR que contienen dU

para prevencion de arrastres.)

“ el i1 e2 e3 ed e5
5

Figura 83

213



ES 2

784 342 T3

A. Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion ARNM natural

de arrastre para detectar un transcrito de corte
y empalme alternativo (insercion de intrones)
de bajo nivel. Aislar el ARNm.

N

¢

ARNmM con insercion

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, destruir térmicamente.
Utilizar la transcriptasa inversa para hacer copias
del ADNc (usando dUTP) con cebadores especificos
del transcrito en 3'. Activar la polimerasa Tag
y realizar una amplificacién de ciclos limitadas
(12-20) para mantener las relaciones relativas entre
los diferentes amplicones. El cebador especifico
del intrén no amplifica el transcrito wt. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénticas
para prevenir dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48
0 98 pocillos antes de la PCR.)

C. Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

D. Los cligonuclestidos de ligadura especificos
de la unién del exdn contienen marcadores
(A, Bi-Ci') para la posterior amplificacion por
PCR. La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas
entre pocillos independientes para su deteccion.

E. Tratar con UDG para prevenciéan de arras-
tres, lo gue también destruye los amplicones
diana originales. Solamente se amplificaran
los auténticos productos de la LDR, cuando
se usa PCR (y dUTP) con cebadores
especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci).

F. Productos de ADN bicatenarios de la PCR; el
blogueante de polimerasa detiene |la extension
de la hebra inferior.

G. Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida que
disminuye la temperatura, se forma una horquilla
entre Bi y Bi". La actividad 5'-> 3' nucleasa de la
polimerasa Tag extiende el cebador Ci y libera el
grupo fluorescente para generar una sefial.

de intrones

N

5:

’ =
5 —

el

el

il

e

4
® Ci
Bi' ci’
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A. Reaccion PCR-LDR con prevencion ARNM natural
de arrastre para detectar un transcrito u
de corte y empalme alternativo (insercion
de intrones) de bajo nivel. Aislar el ARNm.

el e e3d ed a5
G — e ———————— 3
ARNm con insercion

de intrones
B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) ‘\a
para prevencion de arrastres, distribuir el j1 el e3 ed es5 i
por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos, 5 e —— ———— 3

y destruir térmicamente. Utilizar la transcriptasa

inversa para hacer copias del ADNc (usando

dUTP) con cebadores especificos del transcrito l
en 3. Activar la polimerasa Taq y realizar

una amplificacion de ciclos limitadas (12-20) para

mantener las relaciones relativas entre 5’

los diferentes amplicones. El cebador especifico —- *’_ a2

del intrén no amplifica el transcrito wt. 5 _f’ il 3

Los cebadores contienen colas universales §r S —

(con 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros o U U 5

de cebadores), lo que también permite * s 35

una amplificacién universal del cebador para
agregar un biotina en 5'.

uu uu u u ¥

C. Los productos de la PCR incorporan dU, uu u uouu oy

que permite la prevencion de arrastres.

Separar el producto de los cebadores y

capturar el producto biotinilado sobre un l
soporte sdlido.

D. Los dligonucledtidos de ligadura
especificos de la union del exon contienen
colas para la posterior amplificacién por FRET.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. (Los productos de la
LDR no se amplifican con ninguno
de los cebadores de PCR o LDR originales, l
lo que proporciona proteccién adicional.)

F1
E. Eliminar por lavado los cebadores no @ D

ligados. Desnaturalizar el producto de
la diana, después detectar y enumerar
la sefial FRET.

Figura 85
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Reaccién PCR-LDR-gPCR con prevencién

de arrastre para enumerar el nimero de copias
de ADN. Ajslar el ADN tumoral de las CTC o
exosomas especificos de tumor,

Y
1 ADN genomico

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres y amplificar
regiones cromosomicas usando la PCR (y
dUTP) con cebadores especificos de locus. . H i

Realizar una amplificacion de ciclos limitadas 5 §

{12-20) para mantener las relaciones relativas & €——
entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases

idénticas para prevenir dimeros de cebadores.

Para una enumeracién precisa, distribuir por 1

alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes

de la PCR.)

5 3
3 5

Los productos de la PCR incorporan dU,

gue permite la prevencion de arrastres. 1
Los aligonucledtidos de ligadura especificos 5 Al cr ¥
; P i i
de locus contienen marcadores (Ai, Ci') para = @ =
la posterior amplificacion por PCR. La ligasa
une covalentemente los dos ocligonucledtidos 3 5’
entre si. Distribuir en alicuotas entre pocillos U UU U U U u

independientes para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, ,
lo que también destruye los amplicones diana 5 Ai & F1 Q
originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando se use ¥ ¥
PCR (y dUTP) con cebadores especificos ‘= 5
de marcadores (Ai, Ci). * Ci

Cada sonda TagMan expande la unién de ligadura.

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Fl P - ?‘
Tagq libera el grupo fluorescente para generar
una sefial. Determinar &l nimero de copias
segun la senal procedente de los pocillos donde . U uu u .
la distribucidn original era de una copia/pocillo, 5 e — 3
’ +
3 u u u 5

Figura 86
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Reaccion PCR-LDR-gPCR con prevencion
de arrastre para enumerar el nimero de coplas

de ADM. Aislar el ADN tumoral de las CTC o

exosomas especificos de tumor.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres y amplificar
regiones cromosdmicas usando la PCR (y dUTP)

1 w ADN gendmico

con cebadores especificos de locus. , p—
Realizar una amplificacion de ciclos limitadas 5

(12-20) para mantener las relaciones relativas

B A

entre los diferentes amplicones. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores. Para una
enumeracion precisa, distribuir por alicuotas
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

5 u Uuu uu u 3
3 5
u U U ou ou

Los productos de la PCR incorporan dU,

que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos l

de locus contienen marcadores (Ai, Ci') para 5 ) .. ci’ 3

la posterior amplificacion por PCR. La ligasa une Ai @ Bi

covalentemente los dos cligonucledtidos entre si. Eﬁ% f

Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes 3 5

para su deteccion. u

Tratar con UDG para prevencion
de arrasires, lo que también destruye los
amplicones diana originales. Solamente se F1 Bi

o . r |
amplificaran los auténticos productos de la 5 Q Al @
LDR, cuando se use PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de UniTaq 5

(F1-Bi-Q-Ai-Ci),

Productos de la PCR de ADN bicatenario;
el bloqueante de polimerasa detiena la extension
de la hebra inferior.

F1 .. Q

Bi Ai

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida

que la temperatura disminuye, se forma 3
una horquilla entre Bi y Bi'. La actividad nucleasa

5'->3 de la polimerasa Taq extiende el cebador Ci

y libera el grupo fluorescente para generar una

sefal. Determinar el niumero de copia segun

la sefal procedente de los pocillos donde

la distribucién original es de una copia/pocillo

Figura 87
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Reaccion PCR-gPCR con prevencion de arrastre
para enumerar el nimero de copias de ADN.,
Aislar el ADN tumeoral a partir de CTC o exosomas
especificos de tumor.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, distribuir por
alicuotas en 12, 24, 48 o 96 pocillos, y amplificar

ADN gendmico

las regiones que contienen mutaciones usando Y
5’ H

PCR (y dUTP) con cebadores especificos de

locus. Realizar una amplificacién de ciclos 5 — &

limitada (12-20) para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas universales

(con 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores), lo que también permite

una amplificacién universal del cebador

para agregar un biotina en 5'.

Los productos de la PCR incorporan dU, s
que permite la prevencion de arrastres. 3
Separar el producto de los cebadores

y capturar el producto biotinilado sobre

un soporte soélido.

Los oligonucledtidos con ligadura especifica

de locus contienen colas para la posterior

deteccion FRET. La ligasa une covalentemente

los dos oligonucledtidos entre si.

(Los productos de la LDR no se amplifican 3
con ninguno de los cebadores de PCR o LDR
originales, lo gue properciona proteccion

adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana, después
detectar y enumerar la sefial FRET. Determinar
el nimero de copias basandose en la sefial
procedente de los pocillos donde la distribucion
original era una copia/pocillo,

* "
se—— >

Figura 88
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencion

de arrastre para enumerar el nimero g’

34213

de copias de ARMN. Aislar el ARNm a partir
de eritrocitos completos, exosomas o CTC.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, destruir
térmicamente. Utilizar la transcriptasa inversa

para hacer copias del ADNc (usando dUTP) 5

ARN

con cebadores especificos del franscrito en 3'.
Activar |la polimerasa Taq y realizar
una amplificacion de ciclos limitadas (12-20)
para mantener las relaciones relativas entre los
diferantes amplicones. Los cebadores
contienen colas de 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores. Para
una enumeracion precisa, distribuir
por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos
antes de la PCR.

3!

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los ocligonucledtidos de ligadura especificos de
locus contienen marcadores (Ai, Ci') para

la posterior amplificacién por PCR. La ligasa une
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccion.

3!

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana
originales. Solamente se amplificaran

los auténticos productos de la LDR, cuando

sa use PCR (y dUTP) con cebadores especificos
de marcadores (Ai, Ci). Cada sonda TagMan™
expande la unian de ligadura.

La actividad 5-> 3" nucleasa de la polimerasa Taq libera
el grupo flucrescente para generar una sefal. Detarminar
al numero de copias basandose en la sefal procedente
de los pocillos donde la distribucién original era

una copia/pocillo.

5’ . " 3
Al Ci
u uu u u u u
5 Al ¥ pq Q
5? 3’
‘= g’
@ Ci
F1 = Q
=1
5 U uu u g
. — s
3 U ou u 5
Figura 89
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A. Reaccién RT-PCR-LDR-gPCR con prevencian ’
de arrasitre para enumerar el numero de copias
de ARN. Aislar el ARNm a partir de eritrocitos R
completos, exosomas o CTC. ARN

3!

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)
para prevencion de arrastres, destruir
térmicamente. Utilizar la transcriptasa
inversa para hacer copias del ADNc 5 H * 3’
(usando dUTP) con cebadores especificos
del transcrito en 3°, Activar la polimerasa Tag ® <_"-. ,
vy realizar una amplificacién de ciclos limitadas 5
(12-20) para mantener las relaciones relativas
aentre los diferentes amplicones. 1

Los cebadores contienen colas

de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores. Para una enumeracian precisa,
distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96

pocillos antes de la PCR. 5 uou Uu uu u

U uu u u o u u

C. Los productos de la PCR incorporan dU,
gue permite la prevencion de arrastres.

D. Los oligonueledtidos de ligadura especificos de , "
locus contienen marcadores (Ai, Bi'-Ci') para 5 Ai i’ Ci Ed
la posterior amplificacion por FCR. La ligasa une % @f
covalentemente los dos oligonucledtidos entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes 3’ 5
para su deteccidn. U uu u u u u

E. Tratar con UDG para prevencion de arrastres, l
lo que también destruye los amplicones diana F1 .
originales. Solamenta se amplificaran 5’ Bi Q ..
los auténticos productos de la LDR, cuando w
se usa PCR (y dUTP) con cebadores

especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci). D —— e ¥

F. Productos de ADN bicatenarios de la PCR;
el blogueante de polimerasa detiene la extensidon
de la hebra inferior.

G. Tras la etapa de desnaturalizacidn, a medida que 5 ——— ——— 3
disminuye la temperatura, se forma una horquilla ———
entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3' nucleasa u u u
de la polimerasa Taqg extiende el cebador Ci y libera
el grupo fluorescente para generar una sefal.

Determinar el nimero de copias basandose l

en la sefial procedente de los pocillos donde
la distribucién original era una copia/pocillo. Fl

Figura 90
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Reaccion RT-PCR-gLDR con prevencion
de arrastre para enumerar el nimero 5’ 3’
de copias de ARN. Aislar el ARNm a partir
de eritrocitos completos, exosomas o CTC.

w
ARN

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) l
para prevencion de arrastres, y distribuir

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos.

Utilizar la transcriptasa inversa para hacer 5

copias del ADNc (usando dUTP) con cebadores .-'* *

especificos del transcrito en 3'. Activar 5 >
la polimerasa Taq y realizar una amplificacion hd ¥

de ciclos limitadas (12-20) para mantener 5 & <€ .

las relaciones relativas entre los diferentes

amplicones. Los cebadores contienen colas & "“-
universales (con 8-11 bases idénticas para prevenir B .5’
dimeros de cebadores), lo que tambien permite

una amplificacion universal del cebador para agregar

un biotina en 5". l

u u uu uu u

Los productos de la PCR incorparan dU, ,
que permite la prevencion de arrastres. 3
Separar el producto de los cebadores y capturar

el producto biotinilado sobre un soporte sélido.

u uu U ou uou

Los oligonuclestidos con ligadura especifica l
de locus contienen colas para la posterior
deteccién FRET. La ligasa une covalentemente

los dos oligonucledtidos entre si. (Los productos 5-F1 @ D-3
de la LDR no se amplifican con ninguno ——

de los cebadores de PCR o LDR originales, 3

lo que proporciona proteccion adicional.) u uuu u u u
Eliminar por lavado los cebadores no ligados. l

Desnaturalizar el producto de la diana, después
detectar y enumerar la sefal FRET. Determinar

el nimero de copias basandose en la sefial F1
procedente de los pocillos donde la distribucién @
original era una copia/pocillo,

Figura 91
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevencian
de arrastres para cuantificar el miARN.
Aislar el miARN de exosomas.

B. Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencién de arrastres, destruir térmicamente. Hibridar
la sonda complementaria con el extremo 3" del miARN diana,
que contiene una horguilla, una marca (Tj) ¥ un grupo
blogueante. Extender el extremao 3’ del cebador de bucle

con transcriptasa inversa (usando dUTP). Activar

la polimerasa Taq y realizar una amplificacion de ciclos
limitada (12-20) por PCR usando cebadores puente

y marcador (Ti, Tj), para mantener las relaciones relativas
antre los diferentes amplicones. Los cebadores contienen
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros

de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas entre 12,

24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que parmite la prevencién de arrastres.

Los cligonuclectidos de ligadura especificos de
la secuencia de miARN contienen marcadores
{Ai, Ci') para |la posterior amplificacién par PCR.
La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas
entre pocillos indepandientes para su detaccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo que
también desftruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificaran los auténticos productos
de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) con ceba-
dores especificos de marcadores (Ai, Ci). Cada
sonda TagMan™ expande la union de ligadura.

miARN diana

uou uu uu ou

u uu u u u u

e Ci
La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Taq Fl = Q
libera el grupe fluorescente para generar una sefal. =1
(Los productos de la PCR que contienen dU para
prevencién de arrastres.)
, u uu u .
5 e R ——eeee. 3
" e ————— '
3 u ou u 5
Figura 92
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Reaccion RT-PCR-LDR-gPCR con prevancion
de arrastres para cuantificar el miARN.
Aislar miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para
prevencion de arrastres, destruir térmicamenta.
Hibridar la sonda complementaria con el extremo 3°
dal miARN diana, que contiene una horquilla,

una marca (Tj) ¥ un grupo blogqueante. Extender

el extremo 3' del cebador de bucle con transcriptasa
inversa (usando dUTP). Activar la polimerasa Tag v
realizar una amplificacion de ciclos limitada (12-20)
por PCR usando cebadores puente v marcador (Ti,
Tj), para mantener las relaciones relativas entre

los diferentes amplicones. Los cebadores contienen
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuctas entre
12, 24, 48 o0 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la sacuencia de miARN contienen marcadores

(Ai, Bi-Ci') para la posterior amplificacién por PCR.

La ligasa une covalentemente los dos oligonucledtidos
entre si, Distribuir en alicuotas entre pocillos
independientes para su deteccién.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo que
también destruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificaran los auténticos productos g’
de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de Unitaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci).

Productos de ADM bicatenarios de la PCR;
al blogqueante de polimerasa detiena la extension
de la hebra inferior,

Y *=—E=
T —————————
o i ¥
Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida que u u u
disminuye la temperatura, se forma una horguilla
entre Bi y Bi'. La actividad 5'-> 3' nucleasa de la l
polimerasa Tag extiende el cebador Ci y libera F1
el grupo fluorescente para generar una sefial. Q
5.’
3!
Figura 93
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Reaccidn RT-PCR-gLDR con prevencion mIARN diana

de arrastres para cuantificar el miARN. 5
Aislar el miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) -

para prevencion de arrastres, y distribuir por alicuotas 5 35

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos. Hibridar la sonda ]
complementaria con el extremo 3' del miARN diana, *-Q Ti
que contiene una horguilla, una marca (Tj) y un grupo F

blogueante. Extender el extremo 3' del cebador de bucle

con transcriptasa inversa (usando dUTP).

Activar la polimerasa Taq y realizar una amplificacion Ti l

de ciclos limitada (12-20) por PCR usando cebadores .
puente y marcador (Ti, Tj), para mantener las relaciones 5 —p. .,@,
relativas entre los diferentes amplicones. Los cebadores 5
contienen colas de 8-11 bases idénticas para prevenir 5’
dimeros de cebadores, conteniendo un cebador biotina &

en s’ uuu aff— 8.5

MU uuouu Uy

Los productos de la PCR incorporan dU, que permite 3’
la prevencion de arrastres. Separar el producto de los U uu u u u u
cebadores y capturar el producto biotinilado sobre

un soporte sdlido.

Los aligonucledtidos con ligadura especifica de miARN

contienen colas para la posterior deteccion FRET.

La ligasa une covalentemente los dos oligonucledtidos

entre si. (Los productos de la LOR no se amplifican con
ninguno de los cebadores de PCR o LDR originales,

lo que proporciona proteccion adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.

Desnaturalizar el producto de la diana, después F1
detectar y enumerar la sefial FRET. '

Figura 94
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miARMN diana

Reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gLOR con prevencion S —3'
de arrastres para cuantificar el miARN.
Alslar miARN de exosomas.

, el = 3o}

5 _@ T
Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencidn de arrastres, destruir térmicamente. 3

Ligar la sonda complementaria con el extremo 3" del

miARM diana, que contiena una horquilla, una marca

{T]"} y un grupo bloqueante. Extender con el cebador Ti 1

Tj v la transcriptasa inversa (usando dUTP). Activar .
la polimerasa Taq y realizar una amplificacién 5 =b- &

de ciclos limitada (12-20) por PCR usando 5'_-
cebadores puente y marcador (Ti, Tj), para mantener

1)
las relaciones relativas entre los diferentes 5’ et 3

amplicones. Los cebadores contienen colas de 8-11 .
bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores. * 5
{Opcional: distribuir por alicuctas entre 12, 24, 48 Tj

0 96 pocillos antes de la PCR.) l

’ ’
3 U uu u u u u 5
Los productos de |la PCR incorporan dU, l
que permite la prevencién de arrastres.
Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la secuencia 5’ A @ Ci’ 3
de miARN contienen marcadores (Ai, Ci') para la posterior ‘*ﬁa ,ﬁ""
amplificacion por PCR. La ligasa une covalantemante los
dos oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas entre —————————————————
pocillos independientes para su deteccion. 3 U Uu U u u u 5
Tratar con UDG para prevencidn de arrastres, lo que
también destruye los amplicones diana originales. A @
Solamente se amplificaran los auténticos productos 5 F1 Q
de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) . — s
con cebadores especificos de marcadores (Ai, Ci). Y e —— 3
Cada sonda TagMan™ expande la unién de ligadura. -1.= g’
® G
La actividad 5'-> 3" nucleasa de la polimerasa Taq F1
libera el grupo flucrescente para generar una seral. = - Q
(Los productos de la PCR que contienan dU para I 1
prevencidn de arrastres_)
U uUuu u
5 e e — e 3
N ] N
3 u u u 2
Figura 95
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Reaccidn Ligadura-RT-PCR-LDR-gLDR con pravencion

de arrastres para cuantificar el miARN.
Aislar miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencion de arrastres, destruir
térmicamente. Ligar la sonda complementaria con
al extrema 3" del miARN diana, que contiena una
harquilla, una marca (Tj') v un grupo bloqueantea.
Extender con el cebador Tj y la transcriptasa
inversa (usando dUTP). Activar la polimerasa Taq
y realizar una amplificacion de ciclos limitada
(12-20) por PCR usando cebadores puente

y marcador (Ti, Tj), para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores.
(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48
o 896 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la secuencia de miARN contienen marcadores (A, Bi-Ci")
para la posterior amplificacion por PCR. La ligasa une

covalentemente los dos cligonucledtidos entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccion.

Tratar con UDG para prevencidn de arrastres, lo que

también destruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificaran los auténticos productos
de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de Unitag (A, Ci).

Productos de ADN bicatenarios de la PCR;
el blogueante de polimerasa detiene la extension
de la hebra inferior.

Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida que
disminuye la temperatura, se forma una horquilla
aentre Bi y Bi'. La actividad 5-> 3" nucleasa de la
polimerasa Taq extiende el cebador Ci y libera

el grupo fluorescente para generar una sefial.

x

miARN diana

5 p—

5 — Ti
3
Ti l
5! *
5,=.' *
. ﬂ 3'
> «—
*® 5
Tj
5 uu Ud uu u 3
,# i
3 u uu uou u u >
5 Ai Bi’ Ci 3’

Bi Al uw uu u B cr
5 ﬁ=ﬁ= 3
, R — .
3 u U u 5
l’ F1
Q
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Reaccion Ligadura-RT-PCR-gLDR con prevencion
de arrastres para cuantificar el miARN.
Aislar miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencién de arrastres, y distribuir por
alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos. Ligar la
sonda complementaria con el extremo 3' del
miARN diana, gue contiene una horquilla,

una marca (T|') y un grupo bloqueante. Extender
con el cebador Tj v la transcriptasa inversa
(usando dUTFP). Activar la polimerasa Taq

y realizar una amplificacién de ciclos limitada
(12-20) por PCR usando cebadores puente

y marcador (Ti, Tj), para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores,
conteniendo un cebador biotina en 5.

Los productos de la PCR incorporan dU, que permite

la prevencion de arrastres. Separar el producto de los
cebadores y capturar el producto bictinilado sobre un

soporte solido.

Los oligonucledtidos con ligadura especifica de miARN
contienen colas para la posterior deteccion FRET.

La ligasa une covalentemente los dos oligonuclectidos
entre si. (Los productos de la LDR no se amplifican

con ninguno de los cebadores de PCR o LDR originales,
lo que proporciona proteccion adicional.)

Elirminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana, después
detectar y enumerar la sefial FRET.

227
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Reaccion Ligadura-RT-PCR-LDR-gLDR con prevencion
de arrastres para cuantificar el miARN.
Aislar miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para prevencion
de arrastres, destruir térmicamente. Ligar la sonda
complementaria con el extremo 3 del miARN diana,

que contiene una horquilla, una marca (T]") ¥ un grupo
blogueante. Extender con el cebador Tj y la transcriptasa
inversa (usando dUTP).

Los cebadores de puente especificos de miARN se
desbloguean con ARNasaH2 solamente cuando estan
unidos a la diana. Realizar una amplificacién de ciclos
limitada (12-20) por PCR usando cebadores
marcadores (Ti, Tj), para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores.
(Opcional; distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48 o 86
pocillos antes de la PCR.)

Los productos de |la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la secuencia
de miARN contienen marcadores (Ai Ci') para la posterior
amplificacion por PCR. La ligasa une covalentemente los
dos oligonucledtidos entre si. Distribuir en alicuotas entre
pocillos independientes para su deteccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificardn los auténficos productos

de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP) con cebadores
especificos de Unitag (A, Ci). Cada sonda Tagman
expande |la unidn de ligadura.

La actividad 5'-> 3" nucleasa de la polimerasa Tag
extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial. (Los productos de la PCR
incorporan dU, que parmite la prevencion de arrastres.)

miARN diana

5 — 3’

& 5
| k
Ti
¥ l@
5
’=b- ‘*r**
5 Blk 3’
5J
3J
U Uu u u <+
& _ 5
| k
& u u UUu uu u 3

;A ®pq Q
5 =F —
D e ——— 3
4+ ¢
1 *
I =1

5 e — 3
3 5
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Reaccidn Ligadura-RT-PCR-LDR-qLDR con prevencién
de arrastres para cuantificar el miARN,
Aislar @l miARN de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa) para prevencion
de arrastres, destruir térmicamente.

Ligar la sonda complementaria con el extremo 3'

del miARN diana, que contiene una horquilla, una marca
(Tj') y un grupo blogueante. Extender con el cebador Tj

y la transcriptasa inversa (usando dUTP).

Los cebadores puente especificos de miARN se desbloquean
con ARNasaH2 solamente cuando se unen a la diana.
Realizar una amplificacidn de ciclos limitada (12-20) por PCR
usando cebadores marcadores (Ti, Tj), para mantener

las relaciones relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases idénticas para
prevenir dimeros de cebadores. (Opcional: distribuir por
alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencién de arrastres.

miARN diana

5 —

Y =
. 5
bt
*
* o
Blk 3’
5
3:
U uUuu u u 4
5!
P
uou uu uu u 3
e ———
’ g’

Los oligonucledtidos de ligadura especificos 5 . @ . Ci’ 3
de la secuencia de miARN contienen marcadores Ai Bi
(A, Bi-Ci') para la posterior amplificacién por PCR. M f
La ligasa une covalentemente los dos oligonucledtidos
entre si. Distribuir en alicuotas entre pocillos 3 — ———————— 5
independientes para su deteccion. U uu u u uu
F1 . l

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, 5 Bi aQ Al @
lo que también destruye los amplicones diana M
originales. Solamente se amplificaran ) ,
los auténticos productos de la LDR, cuando G e — = 3
=@ usa‘ PCR (y dLI_TP) con c:n_;badgres_ ‘1= 5
especificos de Unitaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci). ®
Productos de ADN bicatenarios de la PCR; F1 Bi Al u uu u B ci’ ,
el bloqueante de polimerasa detiene la extension 5 h_—= 3
de la hebra inferior. , s

3 u u u 5
Tras |la etapa de desnaturalizacion, a medida que l
disminuye la temperatura, se forma una horguilla F1
entre Bi vy Bi'. La actividad 5'-> 3' nucleasa de la
polimerasa Taq extiende el cebador Ci y libara Q
el grupo fluorescenta para generar una sefial. 5

31
Figura 99
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Reaccion Ligadura-RT-PCR-gLDR con prevencion
de arrastres para cuantificar el miARN.
Alslar miARM de exosomas.

Tratar con UDG (uracilo ADN glicosidasa)

para prevencion de arrastres, y distribuir

por alicuotas entre 12, 24, 48 o 96 pocillos.
Ligar la sonda complementaria con el extremo 3'
del miARN diana, que contiene una horquilla,
una marca (T]') y un grupo blogqueante. Extender
con el cebador Tj y |a transcriptasa inversa
(usando dUTP).

Los cebadores puente especificos de miARN

se desbloquean con ARNasaHZ2 sclamente cuando
se unen a la diana. Realizar una amplificacion

de ciclos limitada (12-20) por PCR usando cebadores
marcadores (Ti, Tj), para mantener las relaciones
relativas entre los diferentes amplicones.

Los cebadores contienen colas de 8-11 bases
idénticas para prevenir dimeros de cebadores,
conteniendo un cebador biotina en 5'.

Los productos de la PCR incorporan dUJ, que permite
la prevencion de arrastres. Separar el producto

de los cebadores y capturar el producto biotinilado
sobre un soporte solido.

Los cligonucledtidos con ligadura especifica

de miARM contienen colas para la posterior deteccion
FRET. La ligasa une covalentemente los dos
oligonucledtidos entre si. (Los productos de la LDR
no se amplifican con ninguno de los cebadores

de PCR o LDR originales, lo que proporciona
proteccion adicional.)

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana, después
detectar y enumerar la sefial FRET.

miARN diana
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Figura 110
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Figura 116
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Reaccitn de PCR-LDR-qgPCR
can prevencion de arrastres

para detectar mutaciones de bajo nivel.
Aislar ADN gendmico o ADNIc,

w

275

ADN gendmico
. Tratar con UDG para prevencion de arrastres. l
Los cebadores especificos del locus en direccion 5'
contienen bases de ribosa especificas de la mutacion
(mr), que se eliminan con ARNasaH2 solamente
cuando se unen a la diana, desbloqueando
de esta forma el cebador. Los cebadores Me mr Blk 3’ &
con secuencia Wt permanecen bloqueados. *
Amplificar preferentemente las regiones s Blk 3
que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP). Wt 5
Los cebadores en direccion 3" contienen
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir "
dimeros de cebadores. & —— 5
(Opcional: distribuir por alicuotas
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
Los productos de la PCR incorparan dU, 5 uu uu u 3
que permite la prevencidn de arrastres. 3 g
U u u u
Los oligonucledtidos de ligadura especificos l
de la mutacién (Mt) contienen marcadores
{Ai, CI') para la posterior amplificacién por PCR, 5 Wt " 3
mientras que las sondas naturales (Wt) no. S B3 Ci
El cebador de ligadura en 5" contiene un blogqueo, 5’ Ai * J
que se puede eliminar escindiendo la base de ribosa = Mt r
con ARMNasaH2 solamente cuando se hibrida con |a diana. Blk 3'
3 5
U u u ouou
La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos 1
no bloqueados especificos de mutacidn en 5" y fosforilados 5’ Al G’ 3
en 3" entre si. Distribuir en alicuotas ‘hga @ ﬁsﬁ
entre pocillos independientes para su deteccion.
3 5
U u U u
. Tratar con UDG para prevencién de arrasfres, 1
lo que también destruye los amplicones diana originales.
Sclamente se amplificaran los auténticos productos
de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) con cebadores 5 Al @ F1 Q
especificos de marcadores (Ai, Ci’). =  —
Cada sonda TagMan expande la union de ligadura. 5 3
< v
l ® G
La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Taq
lipera el grupo fluorescente para generar una sefial. Fl = Q
(Los productos de la PCR que contienen dU | I |
para prevencion de arrastres.)
. uu u .
5 3
3 u u 5
Figura 145



ES 2784342 T3

A. Reaccion de PCR-LDR-gPCR
con prevencion de arrastres
para detectar mutaciones de bajo nivel.

Aislar ADN genomico o ADNIc. l

ADN gendmico

B. Tratar con UDG para prevencién de arrastres.
Los cebadores especificos del locus en direccion 5
contienen bases de ribosa especificas de la mutacion

{mr), que se eliminan con ARNasaH2 solamente Mt 5 mr Blk 3’ &
cuando se unen a la diana, desbloqueando
de esta forma el cebador. Los cebadores Wt 5 BIk 3

con secuencia Wt permanacen bloqueados.
Amplificar preferentemente las regiones
que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP). 5
Los cebadores en direccién 3' contienen colas &

de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores.

{Opcional: distribuir por alicuotas l

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

C. Los productos de la PCR incorporan dU, , UuUu Uu u ,

que permite la prevencion de arrastres. 5 3

3 5
Uu u U u u

D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la mutacion (Mt)

contienen marcadores (Ai, BI', CI') para la posterior amplificacion l

por PCR, mientras que las sondas naturales (Wt) no. El cebador 5 Wi .,

de ligadura en 5' contiene un blogueo, que se puede eliminar -~y Blk 3* Bi’ Ci 3

escindiendo la base de ribosa con ARNasaH2 solamente . . f
cuando se hibrida con la diana. & Ai

E. La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos
no bloqueados especificos de mutacién en 5" l
y fosforilados en 3" entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes

para su deteccion. = @f

F. Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
lo que también destruye los amplicones
diana originales. F1 . l
Solamente se amplificaran los auténticos productos 5 Bi Q A

i

de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) \_"@
con cebadores especificos de UniTaq (F1-Bi-Q-Ai-Ci).

G. Productos de la PCR de ADN bicalenario: @. E X 5
el bloqueador de |a polimerasa detiene l Ci
la extensién de |la hebra inferior.
F1 Q r r
Bi Ai u uu u Bi Ci )
5 — 3
H. Tras la etapa de desnaturalizacion, , —— ;
a medida que la temperatura disminuye, 3 U u u 5
se forma una horquilla entre Biy Bi'.
La actividad 5'-= 3' nucleasa de la polimerasa Taq l
extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente F1

para generar una sefial.
(Los productos de la PCR
que contienen dU para prevencidn de arrastres.)

Figura 146
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Reaccion de PCR-gPCR

con prevencion de arrastres
para detectar mutaciones de bajo nivel. ‘-\
Aislar ADN genomico o ADNIc.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres. 1
Los cebadores especificos del locus en direccién 5'
contienen bases de ribosa especificas de la mutacion

(mr), que se eliminan con ARNasaH2 solamente g m— o
cuando se unen a la diana, desbloqueando Mt mr *
de esta forma el cebador. Los cebadores

con secuencia Wt permanecen bloqueados. Wt 5 Blk 3’

Amplificar preferentemente las regiones
que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP).

Los cebadores universales en direccion 3' contienen * & B-5
colas universales para permitir la amplificacion o 5
universal del cebador para agregar una biotina en 5°. & <_"—

Los productos de la PCR incorporan dU,

que parmite la prevencion de arrastres.

Separar el producto de los cebadores G*
y capturar &l producto biotinilado sobre un soporte sélido.

Los oligenucledtidos con ligadura especifica de la mutacion (Mt)
contienen colas para la posterior deteccion FRET, l
mientras que las sondas naturales (Wt) no.

El cebador de ligadura en 5' contiene un bloqueo,

que se puede eliminar escindiendo |la base de ribosa g’ Wt

con ARMNasaH2 solamente cuando se hibrida con la diana.

5. F1 Mt *r )
EY
uu u
La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos l
no bloqueados en 5' y fosforilado en 3'entre sl.
5'-F1 D-3
3
Eliminar por lavado los cebadores no ligados. uu u u u u
Desnaturalizar el producto de la diana,
despues detectar y enumerar la sefal FRET. 1

C,
D

Figura 147
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. Reaccién de PCR-LDR-gPCR con prevencidn

de arrastres para detectar mutaciones de bajo nivel.
Aislar ADN genomico o ADNIc.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres.
Los cebadares especificos del locus en direccion 5'
contienen bases de ribosa (r), que se eliminan

w

ADN genoémico

con ARNasaHZ solamente cuando se unen

a la diana, desblogueando de esta forma el cebador. Mt 5
Sondas bloqueantes de LNA o PNA Wt facilitan

la amplificacion preferente de las regiones

que contienen mutaciones usando la PCR (y dUTP).
Los cebadores en direccidn 3’ contienen colas de 8-11
bases identicas para prevenir dimeros de cebadores.

_*'r_EIkT@

(Wt) 5’ s BlK 3’

. S L 5
(Opeional: distribuir por alicuotas (_.-P
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.) hd
Los productos de la PCR incorporan dU, ) Uu uu u 3
que permite la prevencidn de arrastres. 5
EY 5
Uu U U U owu
Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la mutacion
(Mt) contienen marcadores (Ai, Ci') para la posterior amplificacion
por PCR. Las sondas bloqueantes de LNA o PNA B ’ ; .
suprimen la ligadura a la secuencia natural. (W) 5" s Bl 3 Ci 3
El cebador de ligadura en 5' contiene un blogueo, 5 A
gue se puede eliminar escindiendo la base de ribosa Mt *r
con ARNasaH2 solamente cuando se hibrida con la diana. S —Blk 3
E) 5
uu u u U u
La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos l
no bloqueados especificos de mutacion en §' y fosforilados 5 ) " 3
en 3 entre si. Distribuir en alicuotas entre pocillos Al ) Ci
independientas para su deteccion. %%e_ J
3 5
uu u u u u
Tratar con UDG para prevencidn de arrastres,
lo que también destruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificaran los auténticos productos de la LDR,
cuando se use PCR (y dUTP) con cebadores especificos ) Al @ Fi
de marcadores (Ai, Ci'). Cada sonda TagMan™ 5 _Q
axpande la union de ligadura. 5 3’
@h 5
l Ci
La actividad nucleasa 5'->3’ de
polimerasa Taq libera el grupo Flam Q
fluorescente para generar sefial. =1
(Productos de PCR incorporan dU,
" o , Uu uu u ,
permitiendo la prevencion de arrastre.) 5 3
r r
3 U u u 5
Figura 148
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A. Reaccién de PCR-LDR-gPCR

con prevencion de arrastres
para detectar mutaciones de bajo nivel.
Aislar ADN gendmico o ADNIlc.

B. Tratar con UDG para prevencion de arrastres.
Los cebadores especificos del locus en direccion 5

w

1 ADN gendmico

contienen bases de ribosa (r), que se eliminan

con ARNasaH2 solamente cuando se unen a la diana,
desblogueando de esta forma el cebador.

Sondas bloqueantes de LNA o PNA Wt

facilitan la amplificacién preferente de las regiones
que contienen mutaciones usando la PCR (y dUTP).
Los cebadores en direccion 3" contienen colas

Mt 5 -_*r_ Blk 3" &

(Wt) 5 — Bk 37

de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros & H 5
de cebadores. {Opcional: distribuir por allcuotas
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
5 UU Uy u 3
C. Los productos de la PCR incorporan dU, , }
que permite la prevencisn de arrastres. 3 5
Uu u u u u
D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos de la mutacian 1
{Mt) contienen marcadores (Ai, Bi', Ci")
para la posterior amplificacién por PCR. Wit) 5 Blk 3’ Y ,
Las sondas blogueantes de LNA o PNA (Wt) Bi* Ci 3
suprimen la ligadura a la secuencia natural. 5 . f
El cebador de ligadura en 5' contiene un blogueo, Al Mt *
que se puede eliminar escindiendo la base h% — Blk 3
de ribosa con ARNasaH2 solamente cuando 3 5
se hibrida con la diana. UU U U u u
E. La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos 1
no bloqueados especificos de mutacion en 5 5 Al Bi’ ci’ 3
y fosforilados en 3' entre si. ' (o] !
Distribuir en alicuotas entre pocillos M f
independientes para su deteccidn. 3 5
U uu u u U u
F. Tratar con UDG para prevencion de arrastres,
lo que también destruye los amplicones F1 Bi 1
diana originales. Solamente se amplificaran 5’ . Q Al @
los auténticos productos de la LDR, \=I>
cuando se usa PCR (y dUTP) con cebadores s '
especificos de Unitaq (F1-Bi-Q-Ai, Ci). 5 ——
& .
G, Productos de ADN bicatenarios de la PCR; 1 ci
el bloqueante de polimerasa detiene F1 Q
la extensidn de la hebra inferior. Bi Al U uu u Bi’ ci ,
5 — — 3
3 E— o
H. Tras la etapa de desnaturalizacion, a medida que disminuye uou u
la temperatura, se forma una horquilla entre Bi y Bi'.
La actividad 5-> 3" nucleasa de la polimerasa Taq 1
extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente F1l
para generar una sefal. [ ]
{Los productos de la PCR que contienen dU
para prevencion de arrastres.) 5!
3!
Figura 149
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Reaccion de PCR-gPCR
con prevencién de arrasires
para detectar mutaciones de bajo nivel.

Aislar ADN genomico o ADNIc. l K ADN genémico

Tratar con UDG para prevencidn de arrastres.

Los cebadores especificos del locus en direccion 5
contienan bases de ribosa (r), que se eliminan

con ARNasaHZ solamente cuando se unen a la diana, ) — ,
desbloqueando de esta forma el cebador. Mt 2 r Blk3 &
Sondas blogueantes de LNA o PNA Wi facilitan

la amplificacion preferente de las regiones .
gue contienen mutaciones usando la PCR (y dUTP). {Wt:' 5
Los cebadores universales en direccién 3' contienen

colas universales para permitir la amplificacion universal & B-5
del cebador para agregar una biotina en 5'.

(Cpcional: distribuir por alicuotas & H 5

entre 12, 24, 48 o0 96 pocillos antes de la PCR.)

uu uu u

Los productos de la PCR incorporan dU, 5’
que permite la prevencion de arrastres. 3
Separar el producto de los cebadores UU U U U u
y capturar el producto biotinilado sobre un soporte sdlido.
Los oligonucledtidos con ligadura especifica de la mutacion l
(Mt) contienan colas para la posterior deteccion FRET. ’ ’
Las sondas bloqueantes de LNA o PNA (W) 5’ s Blkc 3
suprimen la ligadura a la secuencia natural. = D-3
El cebador de ligadura en 5° contiene un bloqueo, 5 F1 Mt
que se puede eliminar escindiendo la base u Blk 3°
de ribosa con ARNasaHZ2 solamente 3

cuando se hibrida con la diana.

uu u u u u

|

La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos 5-F1 o ] . D-3

no bloqueados en 5' y fosforilado en 3'entre si.

3
uu u u u u

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.

Desnaturalizar el producto de la diana, F1

después detectar y enumerar la sefial FRET. b

Figura 150

280



ES 2784 342 T3

Reaccidn de PCR-LDR-qPCR

v v
m m

con prevencion de arrastres

para detectar metilaciones de bajo nivel.
Aislar ADM gendémico o ADNIc,

Tratar con Bshl236l (CG'CG)

y UNG (37°C, 30-60 minutos)

para digerir complatamente el ADN

no metilado y evitar los arrastres.

Tratar con bisulfito, lo que convierte las hebras
en no complementarias.

Los cebadores especificos del locus contienen bases
de ribosa (r), que se eliminan con ARNasaH2 solamente
cuando se unen a la diana, desbloqueando

de esta forma el cebador. Se puede usar el blogueo
de sondas LNA o PNA para limitar la amplificacien
del ADN originariamente no metilado usando la PCR
(y dUTP). Los cebadores en direccion 3' contienen
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros
de cebadores.

(Opcional; distribuir por alicuotas

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

Los productos de la PCR incorporan dU,
que parmite la prevencion de arrastres.

Los oligonucledtidos de ligadura especifico de la regidn
metilada (m) contienen marcadores (Ai, Ci')

para |a posterior amplificacion por PCR.

Las sondas blogueantes de LNA o PMA suprimen

la ligadura a la secuencia de ADN no metilado.

El cebador de ligadura en 5" contiene un bloqueo,

que se puede eliminar escindiendo la base de ribasa

con ARNasaH2 solamente cuandao se hibrida con la diana.

La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos
no blogueados especificos de la region metilada

en 5'y fosforilados en 3" entre si.

Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes
para su deteccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres,

lo que también destruye los amplicones diana originales.
Solamente se amplificaran los auténticos

productos de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP)

con cebadores especificos de marcadores (Ai, Ci').
Cada sonda TagMan™ expande la union de ligadura.

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Tag
libera el grupo fluorescente para generar una sefial.
{Los productos de la PCR que contienen dU

para prevencion de arrastres.)

m m
A A

}

U mu

ADN genomico
metilado

u u

Bk e

Blk 3’

evo X __s

uu uu u

5
uu u

}

(UM) 5’ m— Bk 3’

u

cr’
5 A

*
0 ek

3

uu u u ou u

5
3;

Figura 151
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ER- |
34

A. Reaccion de PCR-LDR-qPCR
con prevencion de arrastres para detectar m m
metilaciones de bajo nivel. A A w ADN gendmico
Aislar ADN gendmico o ADNIc. Tratar con Bshl236] l metilado
(CG*CG) y UNG (37°C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado
y evitar los arrastres. Tratar con bisulfito, u Uu mu u mu u
lo que convierte las hebras en no complementarias. - - - - -

Mt 5’TBIK3',¥

B. Los cebadores especificos del locus contienen

bases de ribosa (r), que se eliminan con ARMasaH2 (UM 5" — Bk 3

solamente cuando se unen a |a diana, desblogueando

de esta forma el cebador. Se puede usar el bloqueo * ,
de sondas LNA o PNA para limitar la amplificacion ® VB T O

del ADN originariamente no metilado usando la PCR
{y dUTP). Los cebadores en direccion 3' contienen
colas de 8-11 bases idénticas para prevenir dimeros 1
de cebadores. (Opcional: distribuir por alicuotas

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

5 3
Ed 5
C. Los productos de la PCR incorporan du, UU U U U u
que permite la prevencion de arrastres.
D. Los oligonucledtidos de ligadura especificos 'l
de la region metilada (m) contienen marcadores (UM) 5’ e— Bk 3 . ci' 3
(Ai, Bi', Ci") para la posterior amplificacién por PCR. Bi
Las sondas bloqueantes de LNA o PNA suprimen 5’ A * f
la ligadura a |la secuencia de ADN no metilado. = m r ,
El cebador de ligadura en 5' contiene un bloqueo, Blk 3
que se puade eliminar escindiendo la base de ribosa 3 5
con ARMasaHZ2 solamente cuando se hibrida con la diana. uu u u u u
5 A gr O ¥
E. Laligasa une covalentemente los oligonucledtidos % @f
no bloqueados especificos de la region metilada ) ,
en 5'y fosforilados en 3" entre si. 3 5
Distribuir en alicuotas entre pocillos U uuuouuu

independientes para su deteccidn.

F. Tratar con UDG para prevencion de arrastres, Fl Bi 1

lo que también destruye los amplicones diana originales.'j’ Q Al #®
Solamente se amplificaran los auténticos productos

de la LDR, cuando se usa PCR (y dUTP) 3
con cebadores especificos de Unitag (F1-Bi-Q-Ai, Ci). 5
G. Productos de ADNM bicatenarios de la PCR;
el bloqueante de polimerasa detiene ' 3
la extensidn de la hebra inferior. 5
5

H. Tras la etapa de desnaturalizacion,
a medida que disminuye la temperatura,
se forma una horquilla entre Biy Bi".
La actividad 5> 3" nucleasa de la polimerasa Taqg
extiende el cebador Ci y libera el grupo fluorescente
para generar una sefial. (Los productos de la PCR
que contienen dU para prevencion de arrastres.)

Figura 152
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. Reaccién de PCR-LDR-qPCR
con prevencion de arrastres para detectar

metilaciones de bajo nivel. Aislar ADN genémico

o ADNIc. Tratar con Bshi2361 (CG'CG)

y UNG (37°C, 30-80 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado

y evitar los arrastres. Tratar con bisulfito,

lo que convierte las hebras en no complementarias.

Los cebadores especificos del locus contienen

bases de ribosa (r), que se eliminan con ARNasaH2
solamente cuando se unen a la diana, desbloqueando
de esta forma el cebador. Se puede usar el blogueo
de sondas LNA o PNA para limitar la amplificacion

del ADN originariamente no metilado usando la PCR (y dUTP).

Los cebadores universales en direccidn 3’ contienen
colas universales para permitir la amplificacion universal
del cebador para agregar una biotina en 5.

(Opcional: distribuir por alicuotas

entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)

v v
m m
m m
A A w ADN genémico
l metilado
u Uu mu u mu u
Mt 5 r Blk 3’*
(UmN) 5’ s— Bk 3
& B -5’
* 4
uu uu u 3
5 3
3
uu u u u u

Los productos de la PCR incorporan dU,

que permite la prevencion de arrastres.

Separar el producto de los cebadores

y capturar el producto biotinilado sobre un soporte solido.

Los oligonucledtidos de ligadura especificos

de la region metilada (m) contienen colas para

la posterior amplificacion por FRET.

Las sondas bloqueantes de LNA o PNA suprimen

la ligadura a la secuencia de ADN no metilado.

El cebador de ligadura en 5' contiene un bloqueo,

que se puede eliminar escindiendo la base de ribosa

con ARMNasaH2 solamente cuando se hibrida con la diana.

La ligasa une covalentemente los oligonucledtidos
no bloqueados en 5' y fosforilado en 3'entre si.

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar y enumerar la sefial FRET

283

{UM) 5 s— Blk 3’

D-3
* —
5-Fl, M v
S —— Blk 3’
3!
uu u u uou
5'-F1 (5] D-3
%_J
3!’
uu u u u ou

|
C=

F1
D

Figura 153
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A. Reaccion de PCR-qPCR con prevencion
de arrastres para detectar mutaciones de bajo nivel.
Aislar ADN genémico o ADNIc.

) l ADN genoémico
B. Tratar con UDG para prevencién de arrastres.

Los cebadores especificos del locus en direccion 5

también contienen secuencias complementarias p—
de las secuencia Wt superior, que se desbloguean ,
con ARNasaH2 solamente cuando se unen a la diana. g° = r Blk 3 &
Amplificar las regiones que contienen mutaciones w *

usando la PCR (y dUTP). Los cebadores universales

en direccion 3" contienen colas con 8-11 bases

idénticas para evitar los dimeros de cebadores. » €—e 5
(Opcional: distribuir por alicuotas T
entre 12, 24, 48 o 96 pocillos antes de la PCR.)
uu Uuu uu u
53 — 3:

C. (Los productos de la PCR incorporan dU, , ,
que permite la prevencién de arrastres. ) 3 . 5

que carece de actividad nucleasa 5', nucleasa 3

y de desplazamiento de cadena.

(i) La desnaturalizacidn de |la hebra inferior Wt

da como resultado una horquilla con empargjamianto . *®
perfecto en 3', que se extiende mediante polimerasa. (') (JE_

(ii} La desnaturalizacion de la hebra inferior Mt

da como resultado una horquilla con empargjamientos
incorrectos en el extremo 3, que generalmente .
no se extiende con la polimerasa. *I‘ 5
(iii} La etapa de desnaturalizacion de la hebra superior (”) N 3
da como resultado una horquilla en el lado 5', que Blk 3 C:f
se desnaturaliza durante la etapa extendida de la PCR (72°C).

¥
(iif) C=: v e— -
E. (i) Tras la extension de la horguilla u 5

en el ADN natural, la secuencia

en horquilla extendida no se desnaturaliza l

a 72°C y evita que el cebador en 5" genere

una hebra superior de longitud completa. ,

(i) La secuencia an horquilla del ADN mutante 5 &

no se extiende, y por tanto se desnaturaliza a 72°C, ;. EY
lo que permite que el cebador en 5" genere (') 5
& W

D. En detalle: la PCR se realiza con una polimerasa l

una hebra superior de longitud completa. u

(iii) Analogamente, el producto de la hebra X
superior se desnaturaliza a 72°C, lo que permite

que la polimerasa genere una hebra inferior

de longitud completa. La diferencia . . u u Uuw uu u
en |a preferencia por la extension de la horguilla {Il] 5
de los cebadores en 5° con el molde (i) natural 3
y (i} mutante da cono resultado U Ulpge U u u
la amplificacién preferente del ADN mutante

3

aun u u uu uu U
(iii)

Figura 154
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(Los productos de la PCR incorporan dU,
lo que permite la prevencion de arrastres.

ES 2784342 T3

Opcional: la secuencia natural de un extremo
se puede eliminar con una endonucleasa de restriccion.)

Ligadura especifica de la mutacién

los oligonucledtidos (Mt) contienen marcadores

(Ai, Ci") para la posterior amplificacion por PCR,

mientras que (opcional) la sonda natural (Wt) no.

El cebador de ligadura en 5" contiene un blogueo,

que se puede eliminar escindiendo la base de ribosa

con ARMNasaHZ2 solamente cuando se hibrida con la diana.
(Opcional: la secuencia natural del extremo 3' se puede

eliminar con una exonucleasa 1)

3;

. La ligasa une covalentemente los oligenucledtidos

no blogqueados en 5' vy fosforilado en 3'entre si.
Distribuir en alicuotas entre pocillos independientes

para su deteccion

Tratar con UDG para prevencién de arrastres,
lo que también destruye los amplicones diana originales.

Solamente se amplificaran los auténticos productos de la LDR,

cuando se use PCR (y dUTP) con cebadores especificos
de marcadores (Ai, Ci'). Cada sonda TagMan™

expande la unién de ligadura,

La actividad 5'-> 3' nucleasa de la polimerasa Taq
liera el grupo flucrescente para generar una sefal.
(Los productos de la PCR gue contienen dU

para prevencion de arrastres.)

5:
3}

u u _U U ouu u
V] uu u u V] L
5wt , .
e Blk 3 Ci
YN e *r
S — Blk 3’
u gu u u u u
5 A a _ ¥

. Al @
> = Q

| I |
5 u uu u 3
3 ~ 5
U u u

Figura 154 (cont.)
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Reaccion de Bucle-PCR-gPCR con prevencion de
arrastres para detectar mutaciones de bajo nivel.
Aislar ADN gendmico o ADNIc

Tratar con UDG para prevencion de arrastres.

Los cebadores especificos de locus en direccion 5'
complementarias de la secuencia Wt de la hebra
superior, y se desbloquean con ARNasaH2 solamen-
te cuando se unen a la diana. Amplificar las regiones
que contienen mutaciones usando PCR (y dUTP).
Los cebadores universales en direccion 3' contienen
colas universales para permitir la amplificacion
universal del cebador para agregar una biotina en 5'.
{Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48

0 96 pocillos antes de la PCR.)

(Los productos de la PCR que contienen
dU para prevencion de arrastres.)

En detalle: Se llevd a cabo la PCR con una polimerasa
gue carecia de nucleasa en 5', 3' nucleasa, y actividad
de desplazamiento de cadena, (i) La desnaturalizacion
de la hebra inferior Wt da como resultado una horquilla
con un emparejamiento perfecto en el extremo 3', que
se extiende mediante polimerasa,

(i) La desnaturalizacion de |la hebra inferior Mt

da como resultado una horguilla con un emparejamiento
incorrecto el extremo 3', que generalmente

no se extiende mediante polimerasa, (jii)

La desnaturalizacion de la hebra superior da como
resultado una horguilla en el lado 5', que

se desnaturaliza durante la etapa de extension

de la PCR (72°C).

(i) Después de la extension del bucle en horquilla del
ADN natural, la secuencia en horguilla extendida no se
desnaturaliza a 72°C y evita que el cebador en direccidn
5' genere una hebra superior de longitud completa, (ii)
La secuencia de horquilla del ADN mutante no

se extiende y, por tanto, se desnaturaliza a 72°C, lo que
permite que el cebador en direccidn 3' genere la hebra
superior de longitud completa, (iii) Analogamente,

el producto de la hebra superior se desnaturaliza a
72°C, permitiendo que la polimerasa genere una hebra
inferior de longitud completa. La diferencia

en la preferencia de extension de la horquilla

de los cebadores en direccion 5' con (i) moldes
naturales y (ii) moldes mutantes da como resultado

la amplificacidn preferente del ADN mutante.

® ADN gendmico

*

=1 Blk3 &

5 W

B -5

5

5’
3;

B-5

B-5

B-5'

3

uu

W e— 5

B-5'

u L.IL.IMtU u

uu uu

3

Figura 155
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Los productos de la PCR incorporan dU,
que permite la prevencion de arrastres.
Separar el producto de los cebadores

y capturar el producto biotinilado sobre
un soporte sdlido. Opcional: la secuencia
natural de un extremo se puede eliminar
con una endonucleasa de restriccidn.

Los oligonucledtidos con ligadura especifica de la
mutacion (Mt) contienen colas para la posterior
deteccién FRET, mientras que {opcional) la sonda
atural (Wt) no. El cebador de ligadura en 5' contiene
un blogqueo, que se puede eliminar escindiendo

la base de ribosa con ARNasaH2 solamente cuando
se hibrida con la diana. (Opcional: la secuencia
natural del extremo 3' se puede eliminar con una
exonucleasa lll.)

La ligasa une covalentemente los
oligonucledtidos no bloqueados en 5
y fosforilado en 3'entre si.

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar y enumerar la sefial FRET.

N u u U u uu u
5 —
3 —
u uu u o u u u
Wt
5’ Blk 3’ D3
* —
5-Fl1. Mt A,
A — Bk 3
3 —
u Uu u u u u
5-Flao (5] _D¥
3 T
u uu u 9] u u

Figura 155 (Cont.)
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34

Reaccion de Bucle-PCR-LDR-gPCR con prevencion vr:n
de arrastres para detectar metilaciones de bajo ni-
vel. Aislar ADN gendmico o ADNIc. Tratar con
Bshl2361 (CG'CG) y UDG (37°C, 30-60 minutos) m m )
para digerir completamente el ADN no metilado y A 1 O “ ADN enijI’TIICO
evitar los arrastres. Tratar con bisulfito, lo que metilado
convierte las hebras en no complementarias.

u mu u u u mu u

Los cebadores especificos de locus en direccion 5° u m u 5

también contienen secuencias en 5' complementarias de la — * <€
secuencia no metilada tratada con bisulfito de la hebra yﬂ”_*r Bk @ u u u M N

c

superior, y se desbloguean con ARNasaH2 solamente
cuando se unen a la diana. Amplificar las regiones que
contienen metilacion usando PCR (y dUTP). l

Los cebadores en direccion 3' contienen colas de 8-11

bases idénticas para prevenir dimeros de cebadores.

(Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48 uou Uu uuou
o 96 pocillos antes de la PCR.)

{Los productos de la PCR que contienen
dU para prevencion de arrastres.) l

En detalle: Se llevd a cabo la PCR con una polimerasa que i U ¥
carecia de nucleasa en §', 3" nucleasa, y actividad (I) C= &

de desplazamiento de cadena, (i) La desnaturalizacion de

la hebra inferior no metilada da como resultado una u wt M U
horquilla con un emparejamiento perfecto en el extremo 3',

que se extiende mediante polimerasa. * 5

(i1} La desnaturalizacion de |la hebra inferior metilada da co- (ii) ¥

mo resultado una horquilla con emparejamientos Blk 3 C=é
incorrectos, que generalmente no se extiende mediante
polimerasa, (i) La desnaturalizacion de la hebra superior
da como resultado una horquilla en el lado &', que u

se desnaturaliza durante la etapa de extensién de la PCR 3
(72°C). (iii) 5

(i) Después de la extension del bucle en horquilla l
del ADN no metilado, la secuencia en horquilla
extendida no se desnaturaliza a 72°C v evita que

el cebador en direccion 5' genere una hebra su- . & 3
perior de longitud completa, {I) C

(i) La secuencia de horquilla del ADN metilado no u Wty u u
se extiende y, por tanto, se desnaturaliza a 72°C, & X

lo que permite que el cebador en direccion 3'

genere la hebra superior de longitud completa.

(iii) Analogamenta, el producto de la hebra supe- - ' u u uu uu u
rior se desnaturaliza a 72°C, permitiendo que la (") S
polimerasa genere una hebra inferior de longitud
completa. La diferencia en la preferencia u u uMethu
de extension de la horguilla de los cebadores

en direccion 5' con (i) moldes no metilados y (ii)

moldes metilades da como resultado la amplifica- .
cion (“l) 5
preferente del ADN metilado. ¥y =

3

— 5

Figura 156
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Los productos de la PCR incorporan dU,

que permite la prevencion de arrastres. Opcional: , u u Uu uu u .
la secuencia de un extremo complementario de > B — 3
una region no metilada se puede eliminar con una 3 == g’
endonucleasa de restriccion. U uu u u u u
Los oligonucledtidos de ligadura especificos de l
metilacion (Met) contienen marcadores (Ai, Ci") 5
para la posterior amplificacidn por PCR, mientras - Umet Blk 3 ci' 3
que (opcional) la sonda no metilada (Umet) no. =
El cebador de ligadura en 5' contiene un blogueo, 5 Ai *
que se puede eliminar escindiendo la base % Meth r Blk 3’
de ribosa con ARNasaH2 solamente cuando se
hibrida con la diana. (Opcional: la secuencia ¥ 5
natural del extremo 3' se puede eliminar con una U uu u u u u
exonucleasa lll.)

5 o A o a3
La ligasa une covalentemente los L J
oligonucledtidos no blogueados en 5’ y 3 — 5

fosforilado en 3'entre si. Distribuir en alicuotas U uu u u u u
entre pocillos independientes para su deteccidn.

Tratar con UDG para prevencion de arrastres, lo que

también destruye los amplicones diana originales. ’ Al F1 Q
3 N 5

Solamente se amplificaran los auténticos productos , =.' — s
de la LDR, cuando se use PCR (y dUTP) 5 = 3
con cebadores especificos de marcadores (Ai, Ci'). -ﬁ: [
Cada sonda TagMan™ expande la union de ligadura. @ G

Flom Q
La actividad 5'-= 3' nucleasa de la I =1

polimerasa Taq libera el grupo fluocrescente
para generar una sefial. (Los productos de

la PCR gue contienen dU para prevencidn ; u uu u 3
de arrastres.) 5 _

N e T ——— i

3 U u u 5

Figura 156 (Cont.)
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3q
=4

Reaccion de Bucle-PCR-gLDR con prevencion

de arrastres para detectar metilaciones de bajo nivel.
Aislar ADN gendémico o ADNIc. Tratar con Bshl236]
(CG'CG) y UDG (37°C, 30-60 minutos) para digerir
completamente el ADN no metilado y evitar los amrastres. A l A

Tratar con bisulfito, lo que convierte las hebras

en no complementarias. u mu u u u mu u

W ADN gendmico
metilado

Los cebadores especificos de locus en direccion * &
5' también contienen secuencias en 5' complementarias u mu
de la secuencia no metilada tratada con bisulfito m— ™
de la hebra inferior, y se desbloguean con ARNasaH2 ¢, = r Blk3 & U u u u
solamente cuando se unen a la diana. Amplificar W *

las regiones que contienen metilacién usando PCR

{y dUTP). Los cebadores universales en direccion 3' l

contienen colas universales para permitir la amplificacidn
universal del cebador para agregar una biotina en 5",
{Opcional: distribuir por alicuotas entre 12, 24, 48 5
0 96 pocillos antes de la PCR.)

#

3
B-5

(Los productos de la PCR que contienen
dU para prevencion de arrastres.) l

En detalle: Se llevd a cabo la PCR con una polimerasa u 3
que carecla de nucleasa en &', 3' nucleasa, y actividad . E Y
de desplazamiento de cadena, (i) La desnaturalizacion (ll C=

de la hebra inferior no metilada da como resultado u
una horquilla con un emparejamiento perfecto en el extremo

3, que se extiende mediante polimerasa, .* 5
(i) La desnaturalizacién de la hebra inferior metilada r s

da como resultado una horquilla con emparejamientos (II] (C=f 3
incorrectos, que generalmente no se extiende mediante Blk 3’

polimerasa, U peth 4 U U
(iii) La desnaturalizacién de la hebra superior
da como resultado una horquilla en el lado 5°,

u
gue se desnaturaliza durante la etapa de extension de la iii ,
PCR (72°C). (i) C=u 5 & mm— B -5

B-5

(i) Después de la extensién del bucle en horquilla

del ADN no metilado, la secuencia en horquilla
extendida no se desnaturaliza a 72°C y evita que &l
cebador en direccién 5' genere una hebra superior

de longitud completa, (i) La secuencia de horquilla .
del ADN metilado no se extiende y, por tanto, se ('J
desnaturaliza a 72°C, lo que permite que el cebador u ® WLy uowu

en direccidn 3' genere la hebra superior de longitud X

completa, (iii) Andlogamente, el producto

de la hebra superior se desnaturaliza a 72°C,

permitiendo que la polimerasa genere una hebra (ii) 5 uu Ju uu u 3

inferior de longitud completa. La diferencia , B.5
en la preferencia de extension de la horquilla 3 U ouu u u )
de los cebadores en direccion 5' con (i) moldes no Meth
metilados y (ii) moldes metilados da como resultado
la amplificacion preferente del ADN metilado.
» uou Uu uu u .
(iii) 5 _ 3
3 — B _5*
U UuU U u u u
Figura 157
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Los productos de la PCR incorporan dU,

que permite la prevencion de arrastres.

Separar el producto de los cebadores y capturar

el producto biotinilado en un soporte sélido. 5’
Opcional: la secuencia de un extremo
complementario de una region no metilada se
puede eliminar con una endonucleasa

de restriccion.

Los cligonucledtidos de ligadura especificos

de metilacion (Met) contienen colas para la posterior
deteccion por FRET, mientras que (opcional)

la sonda no metilada (Umet) no. El cebador

de ligadura en 5" contiene un blogqueo, que se puede
eliminar escindiendo la base de ribosa con EY
ARNasaH2 sclamente cuando se hibrida con

la diana. (Opcional: la secuencia natural del extremo

3' se puede eliminar con una exonucleasa IIl.)

La ligasa une covalentemente
los oligonucledtidos no blogueados en 5'
y fosforilado en 3'entre si.

Eliminar por lavado los cebadores no ligados.
Desnaturalizar el producto de la diana,
después detectar, y enumerar la sefial FRET.

u u uu uu u
U uu u u u u
, Umet
5 Blk 3 5.3
* —
5'- F1 Meth I,
R —— Bk 3
u uu u u u
5-FL o (] D%
U uu u u u

Figura 157 (Cont.)
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Reaccion de PCR-gPCR con prevencion de
arrastres para detectar metilaciones de bajo nivel.
Aislar ADN gendmico o ADNlec. m
Opecional: enriquecer en ADN metilade usando R ADN gendmico
anticuerpos. Tratar con endonucleasas A metilado

de restriccion sensibles a metilo Bshl2361 l

(CG"CG) y HinPll (G'CGC), y UNG (37°C, 30-60
minutos) para digerir completamente &l ADN no
metilado y evitar los arrastres.

Amplificar las regiones que contienen metilo m m m
usande PCR (y dUTP) con cebadores especificos
de locus. Realizar una amplificacion de ciclos | w—

limitada (12-20) para mantener las relaciones 5

relativas entre los diferentes amplicones, ‘ —
(Opeional: distribuir por allcuotas entre 12, 24, 48 &
0 96 pocillos antes de la PCR.) m m m

5

Los productos de la PCR incorporan dU, , uu UUu uu u ,
que permite la prevencion de arrastres. 5 3
(Los productos carecen de grupos metilo, 3 5
proporcionando proteccién adicional ) U Uu U U u u

Opcional: Distribuir en alicuotas entre pocillos

independientes para su deteccion. Amplificar % uu uu uu u 3
las regiones que contienen metilo usando ; *

PCR (v dUTP) con cebadores especificos de 5 F1

locus anidados y sondas Tagman internas. _Q

3 5

La actividad 5'-> 3' nucleasa

de la polimerasa Tagq libera el grupo Fl -
fluorescenta para generar una sefial. 1 =1
(Los productos de la PCR que contienen dU

para prevencion de arrastres.)

5 3
EY 5

Figura 158
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