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ANEXOS \
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.

EI Documento que acrediia la existencla y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
D Documento de Reprasantacién Legal.

D Documento de cesién del Inventor al solicitante 0 a su causante.
[ ] Declaraciones.

D Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
EI Traduccién de la solicitud intemaclonal al castellano. (resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

D Copia del examen preliminar intemaclonal efectuado por la Autoridad Interacional de Examen Preliminar
(IPEA).

D Traduccion del axamen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
[[] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite |a licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionalas de
las comunidades indigenas.

[] Arte Finat 12x12.

|:| De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el exiranjero por t"
mismo fitular o su causante, relaclonados parcial o totaimente con la Invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la sollcitud intemacional.

Otros Reporte de Blsqueda Intemacional con su traduccién, Publicacién con su treduccién, Capitulo
Relvindicatorio como fue originaimente presentado en fase intemacional con su traducclén, Notificacién |
Registro de Cambio con su traduccion, Notificacién de recibo de Ia solicitud por la Autoridad Competente
de Examen Prellminar Intemaclonal y Anaexo explicativo de modificaciones a las reivindicaclones.
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C.C.39.690.713 Usaquen T.P.53.215
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACI NAL  Solicitud Internacional No.
PCT/US03/06376

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC(7): C12Q 1/68; CO7H 21/02, 21/04

US CL: 435/6;536/23,1y24.3
Segiin ls Clasificacién de Patentes Intemacional (CPY) o segiin Ia clesificacion nacional y Is CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Docurmentacién minima buscada (sistera de clasificacién seguido de simbolns de clasificacién)
U.S.: 435/6; 536/ 23, 1 y24.3

Documentacidn busceds fuers de documentacién minima hasta donde dichos documentiog se incluyan en los campos buscados

_Buededmd:uhiumwluﬁdmmthuﬁhunﬁM(MhhhnﬂMy.MummmMu)

Por favor ver continuacién de la hoja

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES _
Categorin ® | Cltacién de docurnento, con indicacidn, donde s spropindn, de Jos textos relevantes Relevante a Ia reivindicacidn No.
AP US 20030062576 A1 (JONES et al) 1 de mayn de 2003 (01.05.2003), ver documentn completa 1-67
A KWOK.P.Y. Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms. Anmual Review of 167
Genomics and Human Genetics, 2001, vol.2, plgines 235-258, ver completo
A SHL, M.M. Ensbling large-scale pharmacogenitie studies by high-throughput mutation detection 1-67
and genotyping technologies. Clinical Chemestry, 2001, vol. 47, No2, pdginas 164-172, ver el
documnento completo
AP US 6,475,736 Bl (STANTON) 05 de noviembre de 2002 (05.11.2002) ver documento 167
completo.]
E En el recuadro C se erumeran mis documening. D En ¢l anexo se enumeran miembros de s familia de patentes.
internacional o fecha yqueno en conflictn con
'A" documento que define ¢l estado general de Ia tieniea el cual no se e jtado tender ¢l princinio o teorla que sustent
considera de relevancis particular I':'l.':,"“’m?"““" pars catender € prineipio o teoria que
'E' docwnenrio anterior pero publicedo en o después de In fecha de X' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicady no
presentacién intemacional puede considerarse nieva o no pucde considerarse qua comprende

i ivo cuando el documento se torma solo
‘L’ documento qua puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de un paso inventivo ¢ "

priorided o que ¢ cita pars estublecer Ia fecha de publicacion de ot rys gocumento da relevancia particular; Ia invencién reivindicads no

citacién u otra ranin especial (scgin sc especifica) puede considerare que comprende un paso inventivo cuando ol
0’ documento qus se refiere a una revelacidn aral, uso, exhibicidn u :nbm-::::dmn mﬁ%m?&f
otros medios

' documento publicaro antes de Ia fecha de presentacin interacional . 90TPono miemibro da Ia misma farilin de patees

de In fecha de prioridad reivindicada
Fecha de Is terminacion real de ln buisqueda internacional Fecha de envio par carreo del reparia da bdsqueda intemacional
26 de junio de 2003 (26.06.2003) 17 de julio de 2003
Nombre y direccidn del correo do ISA/US Funcionario autorizado
Mail Stop PCT, Atn: ISA/US
Commissioner for Patents Ethan Whisenant, Ph.D.
P.O. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450
| Fax No,(703) 305-3230 Teléfono Na.(703) 308-0196

Forma PCT/ 1SA/ 210 (segunda hoja) (Julio 1998)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/US 03/06376

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Citacién de documento, con indicacidn, donde sea spropindo, de los textos releventes Relevante s Ia reivindicacidn No.

X

A

~Fomm FCTARAIL0 (kg segax) (Jakn 1998)

compieto pero ver especinlmente las figuray.

US 5,331,065 A (BRENNER) 3 de novierrixre dz 1998 (03.11.1998) ver ¢l documenta 50

——

1-59 y 61-67




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US03/06376

Continuacién de B. Campos Buscados Item 3:

USPATFULL y EUROPATFULL via EAST; CAplus, Medline via STN

Términos de [a blsqueda: Genotipo$ y SNPS$ y/o Polimorfismo de Nucleétido Sencillo § y alelo$; Tipo II
y/ o endonucleasa de restriccién Tipo I1 $ y/o enzima$, y completa o completa y secuencia$.

Farma PCT [SA Z1C (segunda hoja) (Julio 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A,  CLASSIFICATION OF SURJECT MATTER

U8 433/6 536/ 23 1 sl 24.3

Minkoum docameniation searched (classification system followed by classifieation symbols)

Docamentation sexrchod other than minkrerm documentation to the edent that soch docoments are iociuded in G fields seapched

Please Seo Continnation Sheet

Hlectronkc data bass consnlied durfog the internstionsl search (oame of data base anl, wihere practicable sexrch terms used)

C. _ DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

- ?#I#mﬂﬂﬁhh“m

"L docsmc which muy throw doabts on yiority olsieis) or which I cied
to talshliah Um publication dets of seciher clistion or other special resscn
(o opucifiod)

dosmct tefcrdng to ool daciosure, vee, exhikitios ar other meoms

"F"  decumcpt publishad prior ie te icxaational Ellag dso bt hater thac the

b

Category * Cimation of document, with indication, whers sppropriste, of the relevent paseges Relovant to claim No.
AP US 2003/0082576 A1 (JONES et al) 01 May 2003 (01.03.2005) sce the enilre docament. 1-67
A KWOK, P Y Mcthods for gonoiyping single mucieotide polymorphisns Aol Review 1-67
of Genomics snd Homen Genetics 2001 Vol 2, pages 235-258, see the entire
A SHI MM Embimg large-scale pirmacogenstic sindics by high-throughgut mutation 1-67
detection and genolyping technciogies. Clinical Chemisiry 2001 Vol 47 Nol peges
164-172, seo tho enthre docoment.
AP US 6 475 736 B1 (STANTON) 05 November 2002 (05 11.2002) seo the entire docoment. 1-67
DX} Forther documents are Hated 1n the comtimation of Bax ¢. [ ] See pateat unily sonex.
B llag
Spoclatcategorics of dind domments, - hiﬁwﬂ? &;“.
A doomen defiaing the geoerl ststs of the t which ks sot omaldayed to -_-'un-..u.bu-q the lnvetien
o ol paxticalar relovance
-_x- ducemant of particalar ndevance; the cisiscd ixvention cxmot ba

cxnaldorod noval or caxnat b comsldesed to Involve m lxvestive
sicp when the docowpant b taloem skome

dooemend of pesticaler relovence; the chiimed lnvention camet ba
cuspaldarnd io luvolve m invenlive siep when tho document b

| iy due clabed
Duie of the actual camplotion of the nternstions] ssarch
26 June 2003 {26 06 2003)

Duais of malling of the injcrnationa]l ssarch repart

Name and mailmg addvess of the ISA/US
Mall Slop PCT Afttn: ISA/UUS
Comsasucner for Fatets
P.0. Box 1450
Alexancdria, Virgiole Z813-1450

Facsmile No. (703)305-3230

~7<fwo_frx,

Telephooe No  (703) 308-0196

Form PCT/ISAZ210 (second sheer) Quly 1998)
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Relevant W cleim No.
US 5 831,065 A (BRENNER) 03 November 1998 (03.11 1996) seo the entiro docoment 60
1-59 and 61-67
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SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundlal de Propledad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicaelén Internaclonal (10) Nimero de Publicacidn Internacional

12 de Sepilembre de 2003 (12.09.2003) WO 03/074740 Al
(51) laificacién Internacional do Patentes™: C12Q 1/68,
CO7H 21/02, 21/04 (81) Estados Designados (nacional): AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ,
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
(21) Nimero de Solicitud Infernaclonal: PCT/US03/06376 DK, DM, DZ, BC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU,

ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT,
LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM,

(22) Fecha de Registro laternacionsl: 28 de Febrero de 2003 PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, TJ, T™M, TN, TR,
(28.02.2003) TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,YU,ZA, ZM, ZW.
(29) Idioma de registro: Inglés @4) Estados Dulllnbs(mm): Pumte ARIPO (GH, GM, KE, LS,
MW, MZ, SD, SL, 8z, TZ, UG, ZM, ZW), patente Eurasiatica
(AM, AZ B K KZ M RU T], TM) Patente Europes
(26) 1dloma de Publieacién: inglés (AT, BE, B CH, . CZ, E. DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR,
HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, S, SK, TR), Patente OAPI
(30) Informacién de Prioridad: (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,
60/360,232 1 de marzo de 2002 (01.03.2002) US TD, TG).

10/093,618 11 de marzo de 2002 (11.03.2002) US
60/378,354 8de mayode 2002 (08.05.2002) US

Publlende:
(71) Solicitante y
(72) lnventor: DHALLAN, Ravinder {US/US]; 8013 Thomley __ Con reparte de Biisqueds Internacional
Court, Bethesds, MD 20817 (US). — aniex de la expiracidn el limsite de tiempo para modificer

(74) Agentes: 'WITT, Eric et al; Morrison & Foerster LLP, 0 ge

hrdemdmywpuHMdamndmdc
755 Page Mill Road, Palo Alto, CA 94304-1018 (US).

Para los oddigos de dos letras y oirax abrevioturas, refldrase a "Lax Notas
Guios mbre Cdigos y Abreviaturas™ que aparecen al comiexzo de cade
emisidn regular de la Gaceta PCT.

(54) Titulo: ANALISIS RAFIDO DE VARIACIONES EN UN GENOMA

(57) Resumen: La invencién proporciona un  método (tll para determinar la secuencia de un gran nimero do sitios dc interés en cromosomas
sencillos o miltiples. Bl método emnplea un oligsmuclectido plantills que contiene um sitio dea reconccimiento pars una enzima do restriceidn, tal que n
digestidn con 1a enzima de restriccién genera una proyeccidn 5° que contiene ¢! sitio de interds. La proyeccion 5 ™ es usada como un teroplete pan
incorporar nuclestidos, los cusles pueden ser detectados. Bl método e especinlments favorable para el andlisis de grandes ndmeros de secuenciay, tal
como polimorfismos de aucleotidos sencillos, de una muestra de deido nucléico. .
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

¢

03/074740 Al

WO

(19) World Intellectual Property Organization
Intemational Burcau

(43) International Publication Date
12 September 2003 (12 09.2003)

PCT

(10) Intermational Publication Number

WO 03/074740 Al

(51) Interustional Patent Cluasification’
COTH 21/ 2104

CI12Q 1/68

(21) International Application Number  PCT/US03/06376
(22) Interoaticns! Fiheg Date: 28 Febnumry 2003 (28 02 2003)

(25) Flling Language
(26) Publieation Language

English

English

CZ DE,DK DM DZ, BC EE,ES FI GB GD GE,GH
GM HR HU 1D IL.IN 18 JP KE. KG KP KR KZ LC
LK. LR LS LT LU Lv MA, MD MG MK MN MW
MX MZ,NO NZ,OM PH FL,PT RO RU SC SD SE,
SG SK SL,TJ ™ TN TR, 1T TZ, UA UG US UZ,
VC VN YU ZA ZM ZW

{84) Desiguated States (regional) ARIFO putent (GH GM
KE, LS, MW MZ, SD SL, SZ, TZ, UG ZM ZW),
Boraman patent (AM AZ, BY KG KZ MD RU T) T™M)
European patent (AT BE, BG CH CY CZ DE, DK, HR,

(30) Priority Data ES Fl FR,GB GR,HU IR, IT LU MC, NL, PT SE, SI
60/360,232 1 March 2002 (01.03.2002)  US SK TR), OAPI patent (BF BJ CF OG CI CM GA GN
10093,618 1l March 2002(11.032002) US GQ GW ML. MR, NE, SN TD TG)

60/378,354 8 May 2002 (08.052002) US

(71) Applicant and
(72) Isventor- DHALLAN Ravinder [US/US]) 8013 Thom
ley Coort, Bethesda, MD 20817 (US)

{74) Agents WITT Ericctal Momson & Foerster LLP 755
Page Mill Road, Palo Alio, CA 94304-1018 (US)

(81) Desiguated States (natiomal) AE, AG AL, AM AT AU
AZ,BA BB BG BR,BY BZ, CA CH CN CO CR,CU

SEP2 g 2003

Pl e 1

Published

with imternational search report

before the expiration of the ame limut for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendiments

For two-letier codes and other abbreviations refer to the "Guld-
ance Notes on Codes and Abbreviations appearing at the begin-
ming of each regular issue of the PCT Gozeste,

{34) Title RAPID ANALYSIS OF VARIATIONS IN A GENOME

] (57) Abatrset The invention provides a method usefo] for determining the seqoence of large numbers of loc of interest on s mngle

or maltiple chromogomes. The method utilizes an oligonucleotde pnmer that contuins a recogninon mite for a resinction enzyme
such that digesbon with the restrichion erzyme generates a 5 overhang contmning the locus of interest. The 5 overhang 1s used as
a templute to incorporate nuclcotides which can be detected The method 13 especially amenable to the analyns of large numbers of
sequences, such as single nucleotsde polymorphisms from onc sample of nucleae acd
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TRATAD DEC PERACI NDE PATENTES

PCT De la OFICINA INTERNACIONAL
NOTIFICACION DE REGISTRO
DE UN CAMBIO Para:
. WITT, Eric
(Regla 92 bis. 1 del PCT e Morrison & Foerster LLP

Instrucciones Administrativas, Seccion 422) | 755 Page Mill Road

Palo Alto, CA 94304-1018

Fecha de envio por comeo (dia/mes/afio) :
3 de junio de 2004 (03.08.2004) Estados Unidos de América
ivo de refe ia del solicitante te
A v ooneroncia del solicilants © agen NOTIFICACION IMPORTANTE
Solicitud Intemacional No. Fecha de registro internacional (dla/mes/afio)
PCT/US2003/006376 28 de febrero de 2003 (28.02.2003)

1. Las siguientes indicaciones aparacieron en el registro en relacién con:

X el solicitante [C] el inventor [ el agente [] el representante coman
Nombre y Direcclén
Pals de Nacionalidad Pals de Residencia
No. Teléfono
No. Facsimile

No. Teleimpresora

2. La Oficina Intemacional por el presente notifica al solicitante que el siguiente camblo se ha
istrado en relacién con:

lapersona [ ]elnombre []ladireccion []la nacionalidad []la residencia
Nombre y Direcclién
Pals de Nacionalidad Pais de Resldencla
us uUs
RAVGEN, INC No. Teléfono
9241 Rumsey Road No. Facsimile
Columbia, MD 21045 No. Teleimpresora

Estados Unidos de América

3. Otras observaciones, si fuese necesario:

La persona en la casilla 2 ha sido registrada como solicitante para todos los estados designados excepto U.S
DHALLAN, Ravinder, S. permanece como inventor para todos los estados designados y solicitante dnicamente
para U.S

4. Se ha enviado una copia de esta notificacién a:

B 1a Oficina que recibe [ Ies Oficinas designadas relacionadas
] 1a Autoridad de Busqueda Internacional B4 1as Oficinas selecclonadas relacionadas
E la Autoridad de Examen Preliminar Intemacional I:I otros:
Th;‘lnt?‘rnatlonal E&lrloau of WIPO Funclonario autorizado
, chemin des Colombettes j F 70
1211 Geneva 20, Switzerland Elisabeth KONIG (Fax 3383970)
Facsimile No. (41-22) 338.89.70 Teléfono No. (41-22) 338 8748
Forma PCT/IBI306 (Marzo T994) 006282501

J
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KT . P

. P. -1S2003/006376
S .
€Ivg ,  PATENT COOPERATION TREATY s
"“Uiv 0
o, S 204
Patn & A From the INTERNATIONAL BUREAU
Paio Altn S Up PCT To:
NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE WITT, Eric
‘Morrison & Foerster LLP
(PCT Rule 92bis.1 and 755 Page MIll Road
Administrative Instructions, Section 422) Palo Alto, CA 94304-1018 T
United States of Amaerica '

Date of malling (day/month/year)

03 June 2004 (03.06.2004)
Applicant’s or sgent's file reforence

543312000340 IMPORTANT NOTIFCATION
international applicstion No. intemational fling dete (day/month/yesr)

PCT/US2003/006376 -~ 28 February 2003 (28.02:2003)
1. The following indications appeared on record conocerning:

Izl the applicant- D the Inventar D tha agent D the common representative
Name and Address &u of Nlthl'lulltv Stats di.id.ﬂ“
[ Telaphone No.

Facsimile No.

[ Teleprimter No.

2. Tha Intemmational Bureau hereby notifles the applicant that the foliowing changs has been recorded conosming:

@ the person D the name D the addrass D the nationality D the residencs

Name and Address State of Netionality State of Residence
E%GEN INC. 2 oad us ; us
um o -
Columbla, MD 21045 Telephone No.
Unlted States of America

~Faocaimiie No.

| Teleprinter No.

rson in Box 2 has hoen recorded as applicant for all designated states axcept US.
DHAEAN Ravinder, S. remains inventor for all designated states and applicant for US

4. A copy of this notifigstion has been sent to:
[E the recelving Offics
[[] the imtemational Sesrching Authority
IZ] the International Preliminary Examining

a Furthor obsorvations, If necessary:

The intemstional Bureau of WIPO o
34, chemin des Colombettes Elisabeth KONIG (Fax 338 8970)
1211 Gonave 20, Switzeriand
Facaimile No. (41-22) 338.89.70 Telephane No. (41-22) 338 8748
Form PCTAR/308 (March 1964) 008282601

AS -



CAPITULO REIVINDICATORIO COMO FUE
ORIGINALMENTE PRESENTADO EN FASE
INTERNACIONAL JUNTO CON SU
TRADUCCION
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LO QUE SE REIVINDICA ES

1 Un método para determinar una secuencia de un sitio de interés
dicho método comprende
(a) replicar una regidn de ADN que comprende un siio de interés de un
templete polinucleétido usando una pnmera y una segunda plantllas en donde
la segunda plantila conttene una secuencia que genera un sihio de
reconocimiento para una enzima de restnccion de manera tal que esa
digestidn con la enzima de restriccién genera una proyeccién 5 que contiene el
sitio de interés
(b) digenr el ADN con la enzima de restnccion que distingue el sitio de
reconocimiento generado por la segunda plantilla para crear un fragmento de
ADN
(c) incorporar un nucledtido en el ADN digendo de (b) usando la proyeccién &'
que contiene el sitio de interés como un templete y
(d) determinar la secuencia del sitio de interés designando la secuencia del

ADN de (c)

2 Un método para determinar una secuencia de un sitio de interés
dicho método comprende
(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN que usa una pnmera y
segunda plantillas en donde la segunda plantlla contiene un sitio de
reconocimento para una enzima de restncciéon de tal modo que esa digestion
con la enzima de restnccién genera una proyeccidbn 5 que contiene el siio de

Interés

193

4

%



(b) digenr el ADN amplificado con la enzma de restnccidn que distingue el
sitio de reconocimiento en la segunda plantila

(¢) incorporar un nucledtido en el ADN digendo de (b) usando la proyeccién 5'
que contiene el sitio de interés como un templete y

(d) determinar la secuencia del sitio de interés determinando la secuencia del

ADN de (c)

3 El método de la rewvindicacién 2 en donde el templete de ADN se
obtiene de una fuente seleccionada de entre un grupo consistente de bactena

hongo wirus protozoano planta animal y humano

4 El método de la reivindicacién 2 en donde el templete ADN se obtiene

de una fuente humana

5 El método de la remndicacién 2 en donde el templete ADN se obtiene
de una muestra seleccionada entre el grupo consistente de célula tejdo
sangre suero plasma onna fludo espinal fludo linfadtico semen secrecion
vaginal fluido ascitico saliva secrecidbn mucosa fludo pemtoneal matena

fecal o exudados corporales

6 El método de la reivindicacidn 2 en donde la amplificacidon en (a)

comprende la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

7 El método de la revindicacién 2 en donde la enzima de restnccidn

fragmenta ADN en el sitio del reconocimiento
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8. El método de la reivindicacién 7, en donde la regién 5’ de la segunda

plantilla no recoce a la plantilla ADN.

9. El método de la reivindicacién 7, en donde la regién 5' de la primera

plantilla no recoce al templete ADN.

10. El método de la reivindicacién 7, en donde la enzima de restriccién
se selecciona de entre un grupo consistente de BsaJ |, Bssk |, Dde |, EcoN |,

FnudH 1, y Hinfl.

11. El método de la reivindicacion 2, en donde la enzima de restriccion

fragmenta ADN a una distancia del sitio de reconocimiento.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde una regién 5' de la

segunda plantilla no recoce al templete ADN.

13. El método de la reivindicacién 11, en donde la regién 5' de la primer
plantilla no recoce al templete ADN.

14. El método de la reivindicacién 12, en donde una longitud de recocido

de la regién 3' de la segunda plantilla, se selecciona entre un grupo consistente

de 25-20,20-15,15,14,13,12,11,10,9,8,7,6,5,4, y menos de 4 bases.
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15. El método de la reivindicacibn 2, en donde la temperatura de
recocido para el ciclo 1 de PCR es cercano a la temperatura de fusidn de la

porcién de la regién 3' de la segunda plantilla que recoce al templete ADN.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde una temperatura de
recocido para el ciclo 2 de PCR esta cercana a la temperatura de fusion de la

porcién de la regién 3' de la primera plantilla que recoce al templete ADN.

17. El método de la reivindicacion 16, en donde una temperatura de
recocido para los ciclos restantes de PCR es cercana a la temperatura de

fusion de la segunda plantilla completa.

18. El método de la reivindicacion 2, en donde el terminal 3' de la

segunda plantilla es adyacente al sitio de interés.

19. El método de la meivindicacibn 11, en donde el sitio de

reconocimiento es para una enzima de restriccion Tipo IIS.

20. El método de la reivindicacién 19, en donde la enzima de restriccion
del Tipo IIS se selecciona de entre un grupo consitente de: Alw |, Alw26 |, Bbs
|, Bbv |, BceA |.Bmr |, Bsa |, Bst71 |, BsmA |, BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |,
Fau |, Fok |, Hga |, Ple |, Sap |, SSfaN |, y Sthi32 1.

21. El método de la reivindicacién 19, en donde la enzima de restriccion

Tipo IS, es BceA | o BsmF I.
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22. El método de la reivindicacién 2, en donde la primera plantilla
contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién, que es
diferente del sitic de reconocimiento para la enzima de restriccion en la

segunda plantilla.

23. El método de la reivindicacion 22, ademéas comprende la digestion
del ADN de (c) con una enzima de restriccion, que reconoce el sitio de

reconocimiento en la primera plantilla.

24. El método de la reivindicacién 2, en donde la primera 0 segunda

plantilla contiene un marcador en el terminal 5'.

25. El método de la reivindicacion 2, en donde la primera plantilla

contiene un marcador en el terminal 5'.

26. El método de la reivindicacién 27, en donde el marcador se usa para

separar el ADN amplificado del templete ADN.

27. El método de la reivindicacion 26, en donde el marcador se usa para
separar el ADN amplificado que contiene el nucleétido incorporado, del ADN

amplificado que no contiene el nucledtido incorporado.

28. El método de la reivindicacion 24, en donde la marcador se

selecciona de entre el grupo consistente de: radioisétopo, molécula reportero
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fluorescente, molécula reportero quimico luminiscente, anticuerpo, fragmento
del anticuerpo, hapteno, biotina, derivado de biotina, fotobiotina, iminobiotina,
digoxigenina, avidina, enzima, acridinio, azicar, enzima, apoenzima,
oligonucledtido homopolimérico, hormona, medio ferromagnético, medio
paramagnético, medio diamagnético, medio fosforescents, medio luminiscente,
medio electro quimico luminiscente, medio cromético, medio de una resonancia
" perceptible de giro de electrdn, capacitancia eléctrica, constante dieléctrica o

conductibilidad eléctrica, y combinaciones de élios.

29. El método de la reivindicacidn 24, en donde el marcador es biotina.

30. El método de Ia reivindicacién 29, en donde el marcador de biotina
80 usa para separar ADN amplificado, del templete ADN usando una matriz de

estreptavidina.

31. El método de la reivindicacion 30, en donde la matriz de

estreptavidina es recubierta en los pozos de una placa de microtitulacién.

32. El método de la reivindicacién 2, en donde la incorporacién de un
nucleétido en (c) es mediante una polimerasa de ADN seleccionada de entre
un grupo que consiste de: E. coli polimerasa de ADN, fragmento Klenow de E.
coli polimerasa | de ADN, polimerasa T7 de ADN, polimerasa T4de ADN,
polimerasa Taq, polimerasa Pfu de ADN, polimerasa y secuenasa Vent de

ADN.
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33. El método de la reivindicacién 2, en donde la incorporacién de un

nucledtido en (¢) comprende la incorporacién de un nucleétido marcado.

34. El método de la reivindicacién 2, en donde la incorporacién de un
nucledtido en (¢) comprende ademés la incorporacion de un nucledtido no

marcado.

35. El método de Ia reivindicacién 33, en donde el nucledtido marcado
88 selecciona de entre un grupo consistente de un dideoxinucledtido y un

deoxinucledttido.

36. El método de la reivindicacién 33, en donde el nucledtido marcado
se marca con una molécula seleccionada de entre un grupo consistente de
molécula radiactiva, molécula fluorescente, anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, hapteno, hidrato de carbono, biotina, derivado de biotina, medio
fosforescente, medio luminiscente, medio electro quimico luminiscente, medio
cromético, medio que tienen una resonancia perceptible de giro de electrén,

capacitancia eléctrica, constante dieléctrica o conductibilidad eléctrica.

37. E! método de la reivindicacién 33, en donde el nucledtido marcado

88 marca con una molécula fluorescente.

38. El método de la reivindicacién 37, comprendiendo ademéas la

incorporacion de un nucleétido no marcado.
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39. El método de la reivindicacion 2, en donde la determinacién de la

secuencia del sitio de interés en (d) comprende la deteccidn del nucledtido.

40. El método de la reivindicacién 33, en donde la determinacién de la
secuencia del sitio de interés en (d) comprende la deteccién del nucledtido

marcado.

41. El método de la reivindicacibn 40, en donde la deteccion es
mediante un método seleccionado de entre un grupo consistente de
electroféresis en gel, electrofbresis en gel poliacrilamida, deteccién de
fluorescencia, sacuenciacién, ELISA, espectrometria de masa, fiuorometria,

hibridacién, microconjunto, y absorcién de Southem.

42. El método de la reivindicacién 40, en donde el método de deteccioén

es- la secuenciacion de ADN.

43. El método de la reivindicacién 40, en donde el método de deteccién

a8 la deteccidn de fluorescencia.

44_ El método de la reivindicacién 2, en donde el sitio de interés es

sospechoso de contener un solo polimorfismo del nucleétido o mutacién.

45. El método de la reivindicacién 2, en donde el método se usa para

determinar concurrentemente las secuencias de sitios maltiples de interés.
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46. El método de la reivindicacion 45, en donde el templete ADN

comprende los sitios mdltiples de un solo cromosoma.

47. El método de la reivindicacion 45, en donde el templete ADN

comprende los sitios miltiples de cromosomas diferentes.

48. El método de la reivindicacién 45, en donde los sitios de interés en

el templete ADN, se amplifican en una reaccion.

49. El método de la reivindicacién 45, en donde cada uno de los sitios

de interés en la plantilla ADN, se amplifica en una reaccién separada.

50. El método de la reivindicacidn 49, en donde el ADN amplificado se

agrupa previo a la digestion del ADN ampilificado.

51. El método de la reivindicacion 45, en donde cada ADN marcado an

(c) conteniendo un sitio de interés, es separado previo a (d).
52. El método de la reivindicacién 45, en donde por lo menos uno de los
sitios de interés es sospechoso de contener un solo polimorfismo nucleétido o

una mutacion.

53. Un método para determinar upa secuencia de un sitio de interés,

dicho método comprende:
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(a) amplificar un sitic de interés en un templete ADN usando una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene una porcién de un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion, en donde se genera un
sitio de reconocimiento completo para la enzima de restriccion ante la
amplificacién del templete ADN, tal que esa digestibn con la enzima de
restriccidn genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés;

{b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que reconoce el sitio
completo de reconocimiento generado por la segunda plantila y el templete
ADN;

(c) incorporar un nucledtido en el ADN digerido de (b) usando la proyeccién '
que contiene el sitio de interés como un templete; y precisar la secuencia del

sitio de interés, determinando la secuencia del ADN de(c).

54. El método de la reivindicacion 52, en donde la regiébn 3' de la

segunda plantilla contiene una desigualdad con el templete ADN.

55. El método de la reivindicacion 53, en donde la desigualdad ocurre

en las Gltimas 1, 2 0 3 bases de la region 3'.

56. Un método para determinar una secuencia de un sitio de interés,
dicho método comprende:
(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN utilizando una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una

distancia del sitio de reconocimiento; y la digestién con la enzima de restriccién
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genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés, y en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion,
que es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion en la
segunda plantilla y contiene una marcador en el terminal 5",

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccidon que distingue el sitio
de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporar un nucleétido marcado en el ADN digerido de (b) usando Ila
proyeccion §' que contiene el sitio de interés como un templete;

(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de restriccién que distingue el sitio del
reconocimiento en la primera plantilla; y

(e) determinar la secuencia del sitio de interés, determinando la secuencia del

ADN digerido de {d) que contiene el nucle6tido marcado.

57. Un meétodo para determinar una secuencia de un sitio de interés,
dicho método comprende:
(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN utilizando una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento; y la digestién con la enzima de restriccién
genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés, en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién,
que es diferente del sitio de reconocimiento para {a enzima de restriccion en la
segunda plantilla, y contiene una marcador en el terminal 5°, en donde la
temperatura de recocido durante el ciclo 1 de PCR es cercano a la temperatura

de fusién de la porcién de la region 3' de la segunda plantilla que recoce al
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templete ADN, la temperatura de recocido durante el ciclo 2 de PCR es
cercano a la temperatura de fusion de las porciones de la regiéon 3' de la primer
plantilla que recoce al templete ADN, y la temperatura derecocido durante los
ciclos restantes es cercana a la temperatura de fusion de la segunda plantilla
completa;

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que pracisa el sitio
de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporar un nucleétido marcado en el ADN digerido de (b) usando la
proyeccién 5’ que contiene el sitio de interés como un templete;

(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de restriccidn que distingue el sitio de
reconocimiento en |a primera plantilla; y

(e) sefialar la secuencia del sitio de interés determinando la secuencia del ADN

digerido de (d) conteniendo el nucleétido marcado.

58. El método de la reivindicacién 56, en donde el marcador se usa para

separar el ADN amplificado del templete ADN.

59. Un equipo (kit) para el uso en cualquiera de los métodos de la
reivindicaciones 1 a 58 que consta de un conjunto de plantillas utilizadas en el
método, en donde la segunda plantilla contiene una secuencia que genera un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién, tal que la digestién con
la enzima de restriccion genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de

interés, y un conjunto de instrucciones.
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60. Un fragmento de ADN que contiene un sitio de interés para ser
sacuenciado y un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion, en
donde la digestién con la enzima de restricciébn crea una proyeccion &' en el
fragmento de ADN, y en donde el sitio de interds y el sitio de reconocimiento de
la enzima de restriccion estdn en relacién entre sl de manera tal que esa
digestién con la enzima de restriccién genera un proyeccion 5' que contiene el

sitio de interés.

61. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:
(a) amplificar los alelos de un sitio de interés en un templete ADN que usa una
primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccibn, de manera tal, que esa
digestién con la enzima de restriccibn genera una proyeccién 5' que contiene
el sitio de interés;
(b) digerir el ADN amplificado con [a enzima de restriccion que distingue el
sitio del reconocimiento en la segunda plantilla;
(c) incorporar nucleétidos en el ADN digerido de (b}, en donde

(i) un nucledtido que termina el alargamiento, y es complementario al
sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccion §° de dicho alelo, y

(i) un nuclet.btido complementario al sitio de interés de un alelo
diferente es incorporado en la proyeccion 5' de dicho alelo diferente. y dicho
nucleétido terminador que es complementario a un nucleétido en la proyeccién
5' de dicho alelo diferente, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho alelo
diferente;
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(d) determinar la secuencia de los alelos de un sitio de interés, determinando la

secuencia del ADN de (c)-

62. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:
(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN utilizando una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene una porcién de un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién, en donde un sitio de
reconocimiento completo para la enzima de restriccibn se genera ante la
amplificacion del templete ADN, de modo que tal digestién con la enzima de
restriccidn genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés;
(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que distingue el sitio
de reconocimiento completo, generado por la segunda plantilla y el templete
ADN;
(c) incorporar nucleétidos en el ADN digerido de (b), en donde

(i) un nucledtido que termina el alargamiento, y es complementario
al sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccion 5' de dicho alelo;
y

(i) un nucleétido complementario al sitio de interés de un alelo
diferente es incorporado en la proyeccién §' de dicho alelo diferente, y dicho
nucleStido de terminacion, el cual es complementario a un nucleétido en la
proyeccién 5' de dicho alelo diferente, es incorporado en la proyeccién &' de
dicho alelo diferente; determinando la secuencia del sitio de interés mediante

la determinacién de la secuencia del ADN de (c).
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63. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:
(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN que usa una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento y la digestién con la enzima de restriccion
genera una proyeccion 5° que contiene el sitio de interés, y en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion que
es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion en la
segunda plantilla y contiene una marcador en el terminal 5';
(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccion que identifica el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;
(¢) incorporar el nucleétido en el ADN digerido de (b), en donde

(i) un nucledtido marcado que termina el alargamiento, y es
complementario al sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccién
5' de dicho alelo, y

(ii) un nucledtido complementario al sitio de interés de un alelo
diferente, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho alelo diferente, y dicho
nucledtido de terminacion, el cual es complementario a un nucledtido en la
proyeccién §' de dicho alelo diferente, es incorporado en la proyeccién 5' de
dicho alelo diferente;
(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de restriccion que distingue el sitio de
reconocimiento en la primer plantilla; y
(e) determinar la secuencia de los alelos de un sitio de interés, determinando la

secuencia del ADN digerido de (d) conteniendo el nucledtido marcado.
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64. Un método para determinar una secuencia de los alelos de un sitio
de interés, dicho método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN que usa una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento sitio y la digestidbn con la enzima de
restriccion genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés, en donde
la primera plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de
restriccion que es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion en la segunda plantilla, y contiene una marcador el terminal §', y en
donde la temperatura de recocido durante el ciclo 1 de PCR se halla alrededor
de la temperatura de fusién de la porcién de la regién 3' de la segunda plantilla
que recoce a la plantilla ADN, la temperatura de recocido durante el ciclo 2 de
PCR esta alrededor de la temperatura de fusién de la porcion de la regién 3' de
la primera plantilla que recoce al templete ADN, y la temperatura del recocido
para PCR de los ciclos restante estA cercana a la temperatura de fusién de la
segunda plantilla completa;

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que distingue el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporar nucleétidos en el ADN digerido de (b), en donde:

(i) un nucledtidko marcado que termina el alargamiento, vy es
complementario al sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccién
§' de dicho alelo, y

(ii) un nucledtido complementario al sitio de interés de un alelo

diferente es incorporado en la proyeccién 5' de dicho alelo diferente, y dicho
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nucledtido terminante que es complementario a un nucleétido en la proyeccion
5' de dicho alelo diferente, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho alelo
diferente;

(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de la restricciéon que distingue el sitio
de reconocimiento en la primera plantilla; y

(e) determinar la secuencia de los alelos de un sitio de interés, determinando la

secuencia del ADN digerido de (d) conteniendo los nuclestidos marcados.

65. El método de la reivindicacién 61, en donde dicho método se usa
para determinar la secuencia de un alelo mutante en la presencia de un alelo

normal.

66. El método de la reivindicacion 65, 8;1 donde el alelo mutante y el

alelo normal estan presentes en una relacion seleccionada de entre un grupo
consistente de:
1: 1, 1:2, 1:3, 1:4,, 1:6-1:10, 1:11-1:20, 1:21-1:30, 1:31-1:40, 1:41-1:50, 1:51-
1:60, 1:61-1:70, 1-71:1:80,1:81-1:90, 1:91:1:100, 1:101-1:200, 1:250, 1:251-
1:300, 1:301-1:400, .01-1:500, 1:501-1:600, 1:601-1:700, 1:701-1:800, 1:801-
1:900, 1:801-1:1000,001-1:2000, 1:2001-1:3000, 1:3001-1:4000, 1:4001-
1:5000, 1:5001-1:6000, ;001-1:7000, 1:7001-1:8000, 1:8001-1:9000, 1:8001-
1:10,000; 1:10,001; 1:20.000, 1:20.001:1:30.000, 1:30.001-1:40.000,
1:40.001-1:50.000, y superiores a 1 :50.000.

67. El método de la reivindicacion 65, en donde dicho alelo mutante

proviene de un gen seleccionado de entre un grupo consistente de:BRCA1,
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BRCA2, MSH6, MSH2, MLH1, RET, PTEN, ATM, H-RAS, p53, ELAC2, CDH1,
APC, AR, PMS2, MLH3, CYP1A1, GSTPI, GSTMI, AXIN2, CYP19, MET, NAT1,
CDKN2A, NQO1, tre8, RAD51, PMS1, TGFBR2, VHL, MC4R, POMC, NROB2,
UCP2, PCSK1, PPARG, ADRB2, UCP3, glur1, cart, SORBS1, LEP, LEPR,
SIMI, TNF, IL-6, IL-1, IL-2, IL-3, IL1A, TAP2, THPO, THRB, NBS1, RBMIS, LIF,
MPL, RUNX1, Her-2, receptor glucocorticoide, receptor estrégeno, receptor
tiroide, p21, p7, K-RAS, N-RAS, proteina retinoblastoma, gen Wiskott-Aldrich
(WAS), Factor V Leiden, Factor Il (protrombina), reductasa tetrahidrofolato de
metileno, fibrosis cistica, receptor LDL, receptor HDL, gen superéxido de
dismutasa, y gen SHOX.
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WHAT IS CLAIMED IS

1 A method for determming a sequence of a locus of interest, smd
method compnsing
(a) replicating a region of DNA compnsing a locus of interest from a template
polynucleotide by using a first and a second pnmer, wherein the second prmer
contams a scquence that generates a recogmtion site for a restnichon enzyme such
that digestion wrth the restnction enzyme generates a 5° overhang contaimning the
locus of interest,
(b) digesting the DNA wath the restnction enzyme that recogmzes the recognrtion
site generated by the second primer to create a DNA fragment
(c) mcorporating a mucleohde mto the digested DNA of (b) by using the 5°
overhang contaming the locus of mterest as a template, and
(d) determumng the sequence of the locus of mterest by determining the sequence
of the DNA of (c)

2 A method for determuning a sequence of a locus of interest, sad
method compnsing
(a) amphfying a locus of 1nterest on a template DNA using a first and second
primers wherein the second primer contains a recognition site for a restrichon
enzyme such that digestion with the restriction enzyme generates a 5' overhang
contamng the locus of interest,
(b) digesting the amphified DNA with the restriction enzyme that recognizes
the recognition site on the second primer
(c) incorporatmg a nucleotide into the digested DNA of (b) by using the 5'
overhang contamning the locuns of mterest as a template, and

(d) determning the sequence of the locus of interest by deternimng the
sequence of the DNA of (c)
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3. The method of claim 2, wherein the template DNA is obtained
from a source selected from the group consisting of a bacterium, fungus, virus,
protozoan, plant, animal and human, '

4, The method of claim 2, wherein the template DNA is obtained

from a human source,

5. The method of claim 2, wherein the template DNA is obtained
from a sample selected from the group consistirig of a cell, tissue, blood, serum,
plasma, urine, spinal fluid, lymphatic fluid, semen, vaginal secretion, ascitic fluid,
saliva, mucosa secretion, peritoneal fluid, fecal matter, or body exudates.

6. The method of claim 2, wherein the amplification in (a) comprises
polymerase chain reaction (PCR).

7. The method of claim 2, wherein the restriction enzyme cuts DNA
at the recognition site.

8. The method of claim 7, wherein a 5' region of the second primer
does not anneal to the template DNA.

9. The method of claim 7, wherein a 5' region of the first primer does
not anneal to the template DNA.

10. The method of claim 7, wherein the restriction enzyme is selécted
from the group consisting of Bsal 1, Bssk I, Dde I, EcoN I, FnudH [, and Hinfl. °

11.  The method of claim 2, wherein the restriction enzyme cuis DNA
at a distance from the recognition site.
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12.  The method of claim 11, wherein a 5' region of the-second primer
does not anneal to the template DNA. .

13.  The method of claim' 11, wherein a 5' region of the first primer
does not anneal to the template DNA.

14. The method of claim 12, wherein an annealing length of the 3'
region of the second primer is selected from the group consisting of 25-20, 20-15,
15,14, 13, 12,11, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, and less than 4 bases.-

15. The method of ¢claim 2, wherein an annealing temperature for cycle
1 of PCR is about the melting temperature of the portion of the 3' region of the
second primer that anneals to the template DNA.

16. The method of claim 15, wherein an annealing temperature for
cycle 2 of PCR is about the melting temperature of the portion of the 3' region of
the first primer that anneals to the template DNA.

17.  The method of claim 16, wherein an annealing temperature for the
remaining cycles of PCR is at about the melting temperature of the entire second
primer.

18.  The method of claim 2, wherein the 3' end of the second primer is
adjacent to the locus of interest.

19.  The method of claim 11, wherein the recognition site is for a Type
TIS restriction enzyme.

20.  The method of claim 19, wherein the Type IIS restriction enzyme
is selccted from the group consisting of: Alw I, Alw26 I, Bbs I, Bbv ], BeeA I,
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Bmr I, BsaI,BsI:'ll I, BsmA 1, BsmB 1, BsmF 1, BspM 1, Ear 1, Fau I, Fok I, Hga
I,Plel, Sapl, SSfiN I, end Sthi32 .

21.  The method of claim 19, wherein the Type IIS restriction enzyme
isBceA ] or BamF L

22. The method of claim 2, wherein the first primer contains a
recognition site for a restriction enzyme that is different from the recoguition site
for the restriction enzyme on the second primer. -

23.  The method of claim 22, further comprising digesting the DNA of
(c) with a restriction enzyme that recognizes the recognition site on the first
primer.

24.  The method of claim 2, wherein the first or second primer contains
a tag at the 5' terminus.

25. The method of claim 2, wherein the first primer contains a tag at
the 5' terminus.

26. The method of claim 27, wherein the tag is used to separate the
amplified DNA from the template DNA.

27. The method of claim 26, wherein the tag is used to separate the
amplified DNA containing the incorporated mucleotide from the amplified DNA
that does not contain the incorporated nucleotide.

28.  The method of claim 24, wherein the tag is selgcted from the group

consisting of: radioisotope, fluorescent reporter molecule, chemiluminescent
reporter molecule, antibody, antibody fragment, hapten, biotin, derivative of
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biotin, photobiotin, iminobiotin, digoxigenin, avidin, enzyme, acridinium, sugar,
enzyme, apoenzyme, homopolymeric oligomucleotide, hormone, ferromagnetic
moiety, paramagnetic moiety, diamagnetic moiety, phosphorescent moiety,
luminescent moiety, electrochemiluminescent moiety, .chromatic moiety, moiety
having a detectable electron spin resonance, electrical capacitance, dielectric
constant or electrical conductivity, and combinations thereof.

29.  The method of claim 24, wherein the tag is biotin.

30. The method of claim 29, wherein the biotin tag is used to separate
amplified DNA from the template DNA using a streptavidin matrix.

31.  The method of claim 30, wherein the streptavidin matrix is coated

on wells of a microtiter plate.

32.  The method of claim 2, wherein the incorporation of a nucleotide
in (c) is by a DNA polymerase selected from the group consisting of E. coli DNA
polymerase, Klenow fragment of E. coli DNA polymerase I, T7 DNA
polymerase, T4 DNA polymerase, Taq polymerase, Pfu DNA polymerase, Vent
DNA polymerase and sequenase. ]

33.  The method of claim 2, wherein the incorporation of a mucleotide
in (c) comprises incorporation of a labeled nucleotide.

34.  The method of claim 2, wherein the incorporation of a nucleotide
in (c) further comprises incorporation of ar unlabeled nucleotide.

35.  The method of claim 33, wherein the labcled nucleotide is selccted
from the group consisting of a dideoxynucleotide and deoxynucleotide.
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36. The method of claim 33, wherein the labeled nucleotide is labeled
with a molecule ‘selected from the group consisting of radicactive molecule,
fluorescent molecule, antibody, antibody fragment, hapten, carbohydrate, biotin,

derivative of Dbiotin, phosphorescent moiety, luminescent moicty, -

electrochemiluminescent moiety, chromatic moiety, and moiety baving a
detectable electron spin resonance, electrical capacitance, dielectric constant or
electrical conductivity.

37. The method of claim 33, wherein the labeled nucleotide is labeled
with a fluorescent molecule.

38. The method of claim 37, further comprising incorporation of an
unlabeled nucleotide.

39. The method of claim 2, wherein the determination of the sequence
of the locus of interest in (d) comprises detecting the nucleotide.

40. The method of claim 33, wherein the determination of the
sequence of the locus of interest in (d) comprises detecting labeled nucleotide.

41. The method of claim 40, wherein the detection is by a method
selected from the group consisting of gel electrophoresis, polyacrylamide gel
electrophoresis, fluorescence detection, sequencing, ELISA, mass spectrometry,
fluorometry, hybridization, microarray, and Southem Blot.

42. The method of claim 40, wherein the detection metbod is DNA
sequencing.

43. The method of claim 40, wherein the detection method is
fluorescence detection.
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44,  The method of claim 2, wherein the locus of interest is suspected
of contnining & single nucleotide polymorphism or mutation.

45.  The method of claim 2, wherein the method is used for determining
sequences of multiple loci of interest concurrently.

46. The mcthod of claim 45, wherein the template DNA comprises

multiple loci from a single chromosome.

47.  The method of claim 45, wherein the template DNA comprises
multiple loci from different chromosomes.

48.  The method of claim 45, wherein the loci of inierest on template
DNA, are amplified in one reaction.

. 49.  The method of claim 45, wherein each of the loci of interest on
template DNA is amplified in a separate reaction.

50. The method of claim 49, wherein the amplified DNA are pooled
together prior to digestion of the amplified DNA. )

51.  The method of claim 45, wherein each of the labeled DNA. in (c)
containing a locus of interest is separated prior to (d).

52. The meibod of claim 45, wherein at least one of the loci of interest
is suspected of containing a single nucleotide polymorphism or a mutation.

53. A method for determining a sequence of & locus of interest, said
method comprising:
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(e)  amplifying a locus of interest on a template DNA using a first and second
primers, wherein the second primer contains a portion of a recognition site for a
restriction enzyme, wherein a full recognifion site for the restriction enzyme is
generated upon amplification of the template DNA such that digestion with the
restriction enzyme genemtes a 5' overhang containing the locus of interest;
(b)  digesting the amplified DNA with the restriction enzyime that recognizes
the full recognition site generated by the second primer and the template DNA;
()  incorporating a nucleotide into the digested DNA of (b) by using the 5'
overhang containing the locus of interest as a template; and
detmmnmgtheseqlmceofthelommofmtaestbydetammngthemqmceof
the DNA of (c).

54.  The method of claim 52, wherein the 3' region of the second primer
contains a mismatch with the template DNA.

55. The method of claim 53, wherein the mismatch occurs at the last 1,
2 or 3 bases at the 3' region.

56. A method for determining a sequence of a locus of interest, said
method comprising: '
(a)  amplifying a locus of interest on a template DNA using a first and second
. primers, wherein the second primer contains a recognition site for a restriction
enzyme that cuts DNA at a distance from the recognition site and digestion with
the restriction enzyme generates a 5° overhang containing the locus of interest, and
wherein the first primer contains a recognition site for a restriction enzyme thiit is
different from the recognition site for the restriction enzyme on the second primer
and contains a tag at the 5' end;
(b)  digesting the amplified DNA with the restriction enzyme that recognizes

the recognition site on the second primer;
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(c) incorporating a labeled nucleotide into the digested DNA of (b) by using
the 5' ovezhang containing the locus of interest as a template; ,
(d) digesting the DNA of (c) with the restriction enzyme that recognizes the
recognition site on the first primer; and

(¢) determining the sequence of the locus of interest by determining the
sequence of the digested DNA of (d) containing the labeled nucleotide.

57. A method for determining a sequence of 2 locus of interest, said
method comprising:
(8) amplifying a locus of interest on a template DNA using a first and second
primers, wherein the second primer contains a recognition site for a restriction
enzyme that cuts DNA at a distance from the recognition site and digestion with
theresﬁicﬁonenzymegmemtes a 5' overhang containing the locus of interest,
wherein the first primer contains a recognition site for a restriction enzyme that is
different from the recognition site for the restriction enzyme on the second primer,
and contains a tag at the 5' end, end wherein the annealing temperature for cycle 1
of PCR is at about the melting temperature of the portion of the 3’ region of the
second primer that anneals to the template DNA, the annealing temperature for
cycle 2 of PCR is at about the melting temperature of the portions of the 3' region
of the first primer that anneals {o the template DNA, and the annealing
temperature for the remaining cycles is at about the melting tempemature of the
entire second primer;
(b)  digesting the amplified DNA with the restriction enzyme that recognizes
the recognition site on the second primer;
(c) incorporating a labeled nucleotide into the digested DNA of (b) by using
the 5' overhang containing the locus of interest as a template;
(d) digesting the DNA of (c) with the restriction enzyme that recognizes the
recognition site on the first primer; and
(c) deteﬁnining the sequence of the locus of interest by determining the
sequence of the digested DNA of (d) containing the labeled nucleotide.
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58  The method of claim 56, wherein the tag 15 used to separate the
amphfied DNA from the template DNA.

59 A Iat for use 1n any of the methods of claims 1 to 58 compnsing a
set of primers nsed m the method, wherein the the second pnmer contains a
sequence that generates a recogmtion site for a restnction enzyme such that
digestion with the restriction enzyme generates a 5° overhang contmmning the locus
of interest, and a set of instructions

60 A DNA fragment coniainng a locus of interest to be sequenced
and a recognition site for a restriction enzyme, whereimn digestion with the
restnction enzyme creates a 5° overhang on the DNA fragment, and wherem the
locus of interest and the restriction enzyme recogmtion site are in relationship to
each other such that digestion wath the restriction enzyme generatesa 5 overhang
containg the locus of interest.

61 A method for determining a sequence of alleles of a locus of

mnterest, said method compnsing
(a)  omplifying alleles of a locus of interest on a teruplate DNA using a first
and second primers, wherein the second prnimer contans a recogmtion site fora
restrichion enzyme such that digeshon with the restrichon enzyme generates a §'
overhang contaimng the locus of interest,
(b)  digesting the amplified DNA wath the restnction enzyme that recogmzes
the recognihion site on the second primer,
(€)  incorporating nucleotides into the digested DNA of (b), wherein

Q) a nucleotide that termmates elongation, and 15
complementary to the locus of mnterest of an allele 13 incorporated mto the 5
overhang of said allele and
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(@) anucleotide complementary to the locus of mnterest
of a different allele 15 incorporated mto the 5° overhang of said differeat allele,
and said termunatmg nucleotide, which 1s complementary to a nucleotide m the 5°
overhang of sa1d different allele, 13 mcorporated 1nto the 5° overhang of sad
different allele,

(d) determimng the sequence of the alleles of a locus of interest by
determinmng the sequence of the DNA of (c)

62 A method for determning a sequence of alleles of a locus of

mterest, smd method compnsing
(8) amphfymng a locus of mterest on a template DNA using a first and second
primers, wherem the second primer contamns a portion of a recognition site for a
restnction enzyme, wheremn a full recognrtion mte for the resirichon enzyme 1s
generatcd upon amphificahion of the template DNA such that digestion with the
restriction enzyme generates & 5' overhang contaiming the locus of mnterest,
(b)  digesting the amplified DNA with the restriction enzyme that recogmzes
the full recogmhon site generated by the second pnmer and the template DNA,
() mcorporating nucleohdes mto the digested DNA of (b), wherein

(1)) a nucleotide that termnatcs elongation, and 1s
complementary to the locus of interest of an allele, 15 mcorporated nto the 5°
overhang of said aliele, and

(u) anucleotide complementary to the locus of interest
of a different allele 1s mcorporated mto the 5’ overhang of said different allele,
and said terminating nucleotide, which 1s complementary to a nucleotide n the 5°
overhang of said different allele, 1s incorporated into the 5° overhang of saxd
different aliele,
determimng the sequence of the locus of mterest by detcrmuming
the sequence of the DNA of (c)
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63 A method for determiming a sequemce of alleles of a locus of

mterest, smid method compnsing
(a)  amphifymg a locus of interest on a template DNA using a first and second
primers, wherem the second pnmer contams a recogmtion site for a restriction
enzyme that cuts DNA at a distance from the recogmtion site and digeshon with
the restriction enzyme generates a 5' overhang contamning the locus of mterest, and
wherein the first primer contamns a recognition site for a restrichon enzyme that 1s
different from the recognrtion site for the restrichion enzyme on the second pnmer
and contams a tag at the 5' end,
(b) digesting the amphfied DNA with the restricion enzyme that recogmzes
the recogmtion site on the second primer;
(©) incorporating nucleotides into the digested DNA of (b), wherem

()  alabeled nucleotde that terminates elongation, and
1s complementary to the locus of interest of an allele, 18 incorporated mto the 5
ovethang of smd allele, and

(n) anucleotide complementary to the locus of interest
of a different allele 1s mcorporated into the 5° overhang of smid different allele,
and said termmating nucleotide, which 1s complementary to a nucieotide 1n the 5°
overhang of smd different allele, 1s incorporated into the 5” overhang of said
different allele,
(d) digesting the DNA of (c) with the restnchion enzyme that recogmizes the
recogmtion stte on the first primer; and
(¢)  deternmning the sequence of the alleles of a Jocus of interest by

determining the sequence of the digested DNA of (d) contaiming the labeled
nucleotide

64 A mcthod for determming a sequence of alleles of a locus of
interest said method compnsing

(@ amphtymng a locus of mnterest on a template DNA using a first and second
primers wherein the second primer contains a recognition site for a restricion
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enzyme that cuts DNA at a distance from the recognition site and digestion with
the restriction enzyme generates a 5’ overhang containing the.locus of interest,
wherein the first primer contains a recognition site for a restriction enzyme that is
different from the recognition site for the restriction enzyme on the second primer,
and contains a tag at the 5' end, and wherein the annealing temperature for cycle 1
of PCR is at about the melting temperature of the portion of the 3’ region of the
second primeér that anneals to the template DNA, the annealing temperature for
cycle 2 of PCR i8 at about the melting temperature of the portion of the 3' region
of the first primer that anpeals to the template DNA, and the annealing
temperature for the remaining cycles of PCR is at about the melting temperature
of the entire second primer;

(b)  digesting the amplified DNA with the restriction enzyme that recognizes
the recognition site on the second primer;

(c) incorporating nucleotides into the digested DNA of (b), wherein

(i)  alabeled nucleotide that terminates elongation, and
is complementary to the locus of interest of an allele, is incorporated into the 5°
overhang of said allele; and :

(i) anucleotide complementery to the locus of interest
of a different zllele is incorporated into the 5° overhang of said different allele,
and said terminating nucleotide, which is complementary to a nucleotide in the 5°
overhang of said different allele, is incorporated into the 5° overhang of said
different allele;

(@)  digesting the DNA of (c) with the restriction enzyme that recognizes the
recoguition site on the first primer; and
(¢) determining the sequence of the alleles of a locus of interest by

determining the sequence of the digested DNA of (d) containing the labeled
nucleotide,

65. The method of claim 61, wherein snid method is used. for
determining the sequence of n mutant allele in the presence of normal allele.
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66 The method of claim 65, wherein the mutant allele and normal
allele are present in a ratio selected from the group conswsting of 1 1, 12,13, 1 4,
15, 16110, 111-1.20, 1:21-1 30, 1 31-1 40, 1 41-1 50, 1 51-1 60, 1 61-1 70,
171-1 80, 1 81-1 90, 1911 100, 1 101-1 200, 1-250, 1 251-1 300, 1 301-1 400,
1 401-1 500, 1 501-1 600, 1 601-1 700, 1 701-1 800, 1 801-1 900, 1 901-1 1000,
1 1001-1 2000, 1 2001-1 3000, 1 3001-1 4000, 1 4001-1 5000, 1 5001-1 6000,
1 6001-1 7000, 1 7001 18000, 1 8001-19000, 1 900i-110,000, 1 10,001-
120,000, 120 001 1 30,000, 1 30,001-1 40,000, 1 40,001-1 50 000, and greater
than 1 50,000

67 The method of claxm 65, wherem said mutant allele 15 of a gene
sclected from the group consisting of BRCA1, BRCA2, MSH6, MSH2, MLH]1,
RET PTEN, ATM, H RAS p53, ELAC2, CDHI1, APC, AR, PMS2, MLH3,
CYP1A1 GSTP1, GSTM1 AXIN2, CYP19 MET NATI1, CDKN2A, NQO1
trc§ RADS1, PMSI1, TGFBR2 VHL, MC4R, POMC, NROB2, UCP2, PCSK1,
PPARG ADRB2, UCP3, glurl, cart, SORBS1, LEP, LEPR, SIM1, TNF, IL-6,
Ir-1, -2, -3, ILIA, TAP2, THPO, THRB NBSi, RBMI5 LIF, MPL,
RUNX1, Her-2, glucocorticoad receptor estrogen receptor, thyroid receptor, p21
p27, K-RAS, N-RAS, retinoblastoma protein, Wiskott Aldnch (WAS) gene
Factor V Leiden, Factor II (prothrombin), methylene tetrahydrofolate reductase,
cystic fibrosis, LDL receptor, HDL receptor, superoxide dismutase gene, and
SHOX gene.
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS
REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacién en materla de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capltulo relvindicatorio
tal como fue present;ado originalmente en Fase Internacional ha

sido modilficado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcidn de la presente Invencién y en este
sentido, no conflguran una ampliacién del invento o de la

divulgacion contenida en la sollcitud presentada.
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ANALISIS RAPIDO DE VARIACIONES EN UN GENOMA

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencién proporciona un método Gtil para determinar la secuencia de un
gran nimero de sitios de interés en cromosomas sencillos o miditiples. El
método emplea un oligonucleotido plantilla que contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion, tal que la digestion con la
enzima de restricciébn genera una proyeccion 5° que contiene el sitio de interés.
La proyeccion 5'es usada como un templete para incorporar nucleotidos, los
cuales pueden ser detectados. El método es especialmente favorable para el
andlisis de grandes numeros de secuencias, tal como polimorfismos de
nucleotidos sencillos, de una muestra de acido nucléico.
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ANALISIS RAPIDO DE VARIACIONES EN UN GENOMA

REFERENCIA CRUZADA A APLICACIONES RELACIONADAS

[0001] Esta aplicacién reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente U.S. No.
10/093.618, registrada el 1 de marzo del afio 2002, y las Solicitudes
provisionales de Patente Nos. 60/360.232 y 60/378.354, registradas el 1, de
marzo del afio 2002, y el 8 de mayo del afio 2002, respectivamentse.

El contenido de estas solicitudes esta por la presente aqul integramente

incorporado, para referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

AREA DE LA INVENCION
[0002] La invencién presente se enfoca a un método rdpido para determinar la
secuencia del acido nucléico. El método es especialmente Util para el proceso
de genotipo, y para la deteccién de uno, de diez, de cientos, de miles, de
polimorfismos de nucledtidos sencillos (SNPs) o mutaciones en cromosomas
sancillos o miltiples, y para la deteccién de anormalidades cromosomaticas, tal
como truncamientos, transversiones, trisomias, y monosomias.
ANTECEDENTES

[0003] La variacién de secuencia entre los individuos comprende un continuo
desde las mutaciones de enfermedades fatales hasta polimorfismos neutros.
Hay mas de tres mil enfermedades genéticas actualmente conocidas
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incluyendo la Distrofia Muscular Duchenne, la Enfermedad de Alzheimer, la
Fibrosis Quistica, y la Enfermedad de Huntington {D.N. Cooper y M. Krawczak,
"Human Genome Mutations”, BIOS Cientific Publishers, Oxford (1993))
También, las secuencias particulares de ADN pueden predisponer a los
individuos a una variedad de enfermedades como la obesidad, arteriosclerosis,
y a varios tipos de céncer, incluso del seno, la préstata, y el cdlon. Ademas,
anormalidades cromosomaticas, como la trisomia 21 la cual resulta en el
Sindrome de Down, trisomy 18, que resulta en el Sindrome de Edward,
trisomia 13, la cual resulta en e! Sindrome de Patau, monosomla X, la cual
produce el Sindrome de Tumer y otras aneuploklias sexuales, que se
responsabilizan de una porcion significante de los defectos genéticos en los
seres humanos recién nacidos.

El conocimiento de las mutaciones genéticas, anormalidades cromosométicos,
y variaciones en las secuencias del gen, tales como los polimorfismos de
nucleétidos sencillos (SNPs), ayudara a entender, diagnosticar, prevenir, y
tratar enfermedades.

[0004] Muy frecuentements, la variacién de la secuencia se observa en las
diferencias longitudinales de elementos de secuencias repetidas, talea como
minisatélites y microsatélites, como pequefias inserciones o eliminaciones, y
como substituciones de bases individuales. Los polimorfismos de nucledtidos
sencillos (SNPs) representan la forma mas comiin de variacién de secuencia;
86 ha estimado que tres millones de SNPs comines con una frecuencia de
poblacién de mas del 5% estan presentes en el genoma humano. Pequefias
eliminaciones o inserciones que normalmente causan desfase de mutaciones,

ocurren en promedio, una vez en cada 12 kilobases de ADN genémico (Wang,
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D.G. of al., Science 280: 1077-1082 (1998)). Un mapa genético que utiliza
estos polimorfismos osta desarrollandose como gula
(http://research.marshfieldclinic.org/genetics /; direccidn de intemet a partir del
10 de enero del 2002).

[0005] La secuencia acido nucleica del genoma humano se publicé en febrero,
2001, y proporciona un mapa genético de resolucién sin precedentes, la cual
contiene varios cientos de miles de marcadores de SNP, y una riqueza
potencial de informacién sobre enfermedades humanas (Venter et al., Science
291: 13 04-13 51 (2001); Consorcio International Human Genome Sequencing
Consortium, Nature 409:860-921 (2001)). Sin embargo, la longitud del ADN
contenido dentro de los cromosomas humanos totaliza sobre 3 mil millones de
pares de bases, de manera que secuenciar el genoma de cada individuo es
impractico. Asl, que es indispensable desamollar métodos de alto rendimiento
para determinal" rapidamente la presencia de variantes alélicos de SNPs y
puntos de mutaciones que predisponen o causan fenotipos de enfermedades.
También se necesitan métodos eficaces para caracterizar polimorfismos
funcionales que afectan la fisiologla, la sicologla, la audiologla, la oftalmologia,
la neurologia, la respuesta a las madicinas, el metabolismo de la medicina, y
las interacciones de la misma.

[0006]. Se usan ampliamente varias técnicas para analizar y detectar las
variaciones genéticas, tales como la secuencia del ADN, la restriccion de
longitud de fragmento de polimorfismos (RFLP), ensayos de hibridacién de
ADN, incluso microformaciones ADN y anélisis peptido de acido nucléico, y la
Prueba de Truncamiento de Protelna ( PPT), todos los cuales tienen

limitaciones. Aunque la secuenciacion de ADN es el método mas definitivo,
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también es, la mayor parte del tiempo, demorado y costoso. A menudo, se
analiza la secuencia codificadora entera de un gen aunque sélo un fragmento
pequefio de la secuencia codificadora es de interés. En la mayorla de los
casos, un numero limitado de mutaciones en cualquier gen particular es
responsable por la mayoria de fenotipos de la enfermedad.

[0007] Por ejemplo, el gen regulador de conductancia transmembrana de la
fibrosis quistica (CFTR) estd compuesto de 24 exones que se extienden sobre
mas de 250.000 pares de base (Rommens et al., Science 245:1059-1085
(1989); Riordan et al., Science 245:1066-73 (1989)). Actualmente, existen
aproximadamente 200 mutaciones en el gen CFTR que estan asociados con un
estado de la enfermedad de Fibrosis Quistica. Por consiguiente, sélo un
porcentaje muy pequefio del marco de lectura para el gen CFTR, necesita ser
analizado. Ademé4s, un total de 10 mutaciones constituye 75.1% de todos los
casos conocidos de la enfemedad. La eliminacion de un solo residuo de
fenilalanina, F508, es responsable por el 66% de los casos de Fibrosis Quistica
en personas de origen Caucasico.

[0008] Las técnicas de hibridacién, incluyendo la absorciébn de Suthem,
Absorcidn de Ranura, Absorcién de Punto, y micro conjuntos de ADN, son
normalmente utilizados para detectar las variaciones genéticas (Molecular
Clonning, Manual de Laboratorio Cold Spring Harbor Laboratory Press, Tercera
Edicién (2001). En un ensayo tipico de hibridacién, una secuencia desconocida
del nucledtido (el objetivo™) se analiza con base en su afinidad por otro
fragmento con una secuencia conocida del nucledtido ("la prueba®). Si los dos

fragmentos hibridizan bajo "condiciones severas®, se cree que las secuencias

32

31



son complementarias, y la secuencia del fragmento objetivo puede inferirse de
la secuencia "la prueba®.

[0009] Sin embargo, los resultados de un ensayo tipico de hibridacién son a
menudo diflciles de interpretar. La ausencia o presencia de un signo de
hibridacién es dependiente de la definicion de "condiciones severas®. Puede
usarse cualquier nimero de variables para aumentar o disminulr las
condiciones de severidad, tales como la concentracion salina, la presencia o
ausencia de fragmentos de nucledtido competidor, el nimero de lavados
realizados para remover la ligazén no-especffica, y el tiempo y temperatura a
las cuales se realizan las hibridaciones. Normaimente, las condiciones de
hibridacién deben ser optimizadas para cada fragmento nucleétido "objetivo” lo
cual consume tiempo y es incoherente con un método de rendimiento alto. Un
grado alto de variabilidad se observa a menudo en los ensayos de hibridacion,
asl como tambien una proporcion alta de positivos falsos. Tipicamente, los
ensayos de hibridacién funcionan como un filtro para los probables candidatos,
pero una confirmacion positiva requiere el andlisis de secuenciacion ADN.
[0010] Varias técnicas para la deteccién de mutaciones han evolucionado con
base en el principio del analisis de la hibridacién. Por ejemplo, en el ensayo de
extension de la plantilla, la regién que comprende el nucleétido de interés de
ADN se amplifica mediante PCR, o cualquier ofra técnica de amplificacion
conveniente. Después de la amplificacidn, una plantilla se hace hibrido a una
secuencia del &cido nucléico objetivo, en el cual el Udltimo nucledtido del
terminal 3' de la plantilla recoce inmediatamente a 5' a la posicion del

nucledtido en la secuencia objetivo que sera analizada. La plantilla recocida es
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extendida por un nucledtido trifosfato sencillo, marcado. El nucledtido
incorporado es entonces detectado.

[0011] Existen varias limitaciones al ensayo de extension de la plantilla.
Primero, la region de interés debe ser amplificada antes de la extension de la
plantilla, lo cual aumenta el tiempo y costo del ensayo. Segundo, las plantillas
de PCR y las dNTPs deben ser completamente removidas antes de la
extension de la plantilla, y los contaminantes residuales pueden interferir con
los anélisis apropiados de los resultados. Tercero, y el méas restrictivo aspecto
del ensayo, es que la plantila es hibidrizada al templete de ADN lo cual
requiere optimizacion de condiciones para cada plantilla y para cada secuencia
que se analiza. Los ensayos de hibridaciébn tienen un grado bajo de
reproductibilidad, y un alto grado de ninguna especificidad.

[0012] El ensayo de afinidad del Acido Péptido Nucléico (PNA) es un derivado
de ensayos de hibridacién tradicional (Nielsen et al., Science 254:1497-1500
(1991); Egholm et al., J. Am. Chem. Soc. 114:1895-1897 (1992); James et al.,
Protein Science 3:1347-1350 (1994)). Los PNAs son remedos estructurales de
ADN que siguen las normas de apareamiento de bases de Watson-Crick, y se
usan en los ensayos normales de hibridacién ADN. Los PNAs despliegan una
especificidad mayor en los ensayos de hibridacibn debido a que una
desigualdad de PNA/DNA es mas desestabilizante que una desigualdad de
DNA/DNA y los filamentos PNA/DNA forman enlaces mas fuertes que
filamentos los DNA/DNA complementarios.

Sin embargo, el andlisis genético que todavia usa PNAs requiere un paso de
hibridacién laborioso, y como tal, estd sujeto a un alto grado de ninguna

especifidad y dificultad con la reproductibilidad.
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[0013] Recientemente, se han desarrollado micro conjunios de ADN para
detectar variaciones genéticas y polimorfismos (Taton et al., Science 289:1757-
60, 2000; Lockhart et al., Nature 405:827-836 (2000); Gerhold et al., Trends in
Biochemical Sciences 24:168-73 (1999); Wallace, RW., Molecular Medicine
Today 3:384-89 (1997); Blanchard and Hood, Nature Biotechnology 149:1649
(1996)). Los microformaciones de ADN son fabricados por la robética de gran
velocidad, en substratas de vidrio o nylon, y contienen los fragmentos de ADN
con identidades conocidas ("la prueba”™). Los microformaciones se usan por
emparejar fragmentos ADN conocidos y desconocidos ("el objetivo™) con base
en las reglas tradicionales de base-pareamiento. La ventaja de los
microformaciones de ADN es que un chip de memoria puede proporcionar
informacién simultdneamente sobre miles de genes. Sin embargo, los
microformaciones de ADN todavia se basan en el principio de hibridacién, y
como tal, estan sujetos a las desventajas discutidas anteriormente.

[0014] La Prueba de Truncamiento de Proteina (PTT) también es normalments
utilizada para detectar polimorfismos genéticos (Roest et al., Human Molecular
Genetics 2:1719-1721, (1993); Van Der Luit et al., Genomics 20:1-4 (1994);
Hogervorst et al., Nature

Genetics 10: 208-212 (1995)). Tipicamente, en la PTT, el gen de interés es
amplificado de PCR, sujeto a transcripcién/traduccion in vitro, purificado, y
analizado mediante electroféresis de gel poliacrilamido. La PTT es util para
revisar grandes porciones de secuencias de codificar y para detectar
mutaciones que producen codones de detencion, lo que disminuye

significativamente el tamafio de la proteina esperada. Sin embargo, la PTT no



se disefia para detectar mutaciones que no alteran significativamente el tamafio
de la proteina.

[0015] De manera, que todavia existe |a necesidad de un método rapido para
analizar ADN, sobre todo ADN gendmico sospechoso de portar uno 0 mas

polimorfismos o mutaciones de nucledtidos sencillos.

RESUMEN BREVE DE LA INVENCION

[00186] La invencién se refiere a un método para determinar una secuencia de
una regién de interés seleccionada, el método comprende,: (a) amplificar una
region seleccionada en un templete ADN utilizando una primera y segunda
plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de raeconocimiento
para una enzima de restriccion, de una manera tal que la digestibn con la
enzima de restriccidn genera una proyeccién 5' la que contiene la regién de
interés seleccionada; (b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién
la que reconoce el sitio del reconocimiento en la segunda plantilla; (c)
incorporar un nucledtido en el ADN digerido de (b) mediante el uso de la
proyeccion 5' que contiene la regién seleccionada de interés como un templete;
y (d) determinar la secuencia de la regién seleccionada mediante la
determinacion de la secuencia del ADN de (c).

[0017] La invencion también se refiere a un método para determinar una
secuencia de una regién de interds seleccionada, dicho método comprende: (a)
amplificar un sitio de interés seleccionada en un templete ADN utilizando una
primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene una
porcion &e un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién, en donde

trés la amplificacion del templete ADN se genera un sitio de reconocimiento
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pleno para la enzima de restriccién, de manera que tal digestién con la enzima
de restriccion genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés; (b)
digerir el ADN amplificado con la enzima de restricciéon que reconoce el sitio del
reconocimiento pleno generado por la segunda plantilla y el templete ADN; (c)
incorporar un nucleétido en el ADN digerido de (b) usando la proyeccién 5' que
contiene el sitio seleccionado de interés como un templete; y determinar la
sacuencia del sitio seleccionado de interés mediante la determinacion de la
secuencia del ADN de (c).

[0018] la invencion también se enfoca a un método para determinar una
sacuencia de un sitio seleccionado de interés, dicho método comprende: (a)
reproducir una regién de ADN que comprende un sitio seleccionado de interés
de un templete de polinucleétido utilizando una primera y una segunda plantilla,
en donde la segunda plantilla contiene una secuencia que genera un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion, de tal manera que esa
digestién con la enzima de restriccién genera un proyeccién 5' que contiene el
sitio de interés; (b) digerir la ADN con la enzima de restriccidn que reconoce el
sitio del reconocimiento generado por la segunda plantilla, para crear un
fragmento de ADN; (c) incorporando un nucledtido dentro del ADN digerido de
(b) usando la proyeccién 5' que contiene el sitio de interés como un templete; y
(d) determinar la secuencia del sitio de interés determinando la secuencia del
ADN de (c).

[0019] La invencién también se refiere a un fragmento de ADN que contiene un
sitio de interés a ser secuenciado y un sitio de reconocimiento para una enzima
de restriccion, en donde la digestién con la enzima de restriccion crea una

proyeccién 5' en el fragmento de ADN, y en donde el sitio seleccionado de

10



interés y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion estin en
relacién entre si de modo que la digestién con la enzima de restriccion genera
una proyecciéon 5' que contiene el sitio de interés.

[0020] El templete ADN puede obtenerse de cualquier fuente, incluyendo el
acido nucléico sintético, preferentemente de una bacteria, hongo, virus, planta,
protozoario, fuente animal o humana. En una incorporacién, el templete ADN
se obtiene de una fuente humana. En otra incorporacién, el templete de ADN
se obtiene de una célula, tejido, muestra de sangre, muestra de suero, muestra
de plasma, muestra de orina, fluido linfatico, fluldo espinal, semen, secrecion
vaginal, fluido ascitico, saliva, secrecién de mucosa, fluido peritoneal, materia
fecal o exudados corporales.

[0021] La regién 3' de la primera y/o segunda plantilla puede contener una
desigualdad con el templete ADN. La desigualdad puede ocurrir pero no esta
limitada a las Gltimas 1,2, o 3 bases en el terminal 3'.

[0022] La enzima de restriccion usada en la invencién puede fragmentar ADN
en el sitio de reconocimiento. La enzima de restriccion puede ser pero no esta
limitada a PfIF |, Sau98 |, ScrF |, BsaJ |, Bssk |, Dde |, EcoN i, Fnu4H |, Hinfl, o
Tthi11 1.

Altemativamente, la enzima de restriccién usada en la invencion puede
fragmentar ADN a una distancia de su sitio de reconocimiento.

[0023] En otra incorporacién, la primera plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccién. En una incorporacion preferida,
el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién es diferente del sitio de

reconocimiento de la enzima de restricciéon en la segunda plantilla. La invencién
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incluye digerir el ADN amplificado con una enzima de restriccién que distingue
el sitio de reconocimiento en la primera plantilla.

[0024] Preferentemente, el sitio de reconocimiento en la segunda plantilla es
para una enzima de restriccién que fragmenta ADN a una distancia de su sitio
de reconocimiento y genera una proyeccion 5', conteniendo el sitio
soleccionado de interds. En una incorporacidn preferida, el sitio de
reconocimiento en la segunda plantilla es para una enzima de restriction Tipo
I1S. La enzima de restriccidn Tipo IS por ejemplo se selecciona del grupo que
consta de: Alw |, Alw26 |, Bbs |, Bbv |, BceA |, Bmr |, Bsa |, Bst71 |, BsmA |,
BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |, Fau |, Fok |, Hga |, Pie |, Sap |, SSfaN |, y
Sthi32 |, y preferentements BcoA | y BsmF (.

[0025] En una incorporacidn, la region 5' de la segunda plantilla no recoce al
templete ADN y/o la regidn 5' de la primera plantilla no recoce al templete ADN.
La longitud de recocido de la regién 3' de la primera o segunda plantilla puede
ser 25-20,20-15, 15, 14, 13, 12, 11, 10,9,8, 7, 6, 5,4, o inferior a 4 bases.

[0026] En una incorporacion, la amplificacién puede comprender la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). En una incorporacion posterior, la temperatura
del recocido durante el ciclo 1 de la PCR puede estar alrededor de la
temperatura de fusion de la regién 3' de la segunda plantilla que recoce al
templete ADN. En ofra incorporacién, la temperatura del recocido durante el
ciclo 2 de la PCR puede estar cercana a la temperatura de fusién de la region
3' de la primera plantilla que recoce al templete ADN. En otra incorporacién, la
temperatura del recocido durante los ciclos restantes puede estar cercana a la

temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla.

12

6L



[0027] En una incorporacion, el terminal 3' de la segunda plantilla es adyacente
al sitio de interés seleccionado.

[0028] La primera y/o segunda plantilla puede contener un marcador en el
términal &',

Preferentemente, la primer plantilla contiene una marcador en el términal 5'. El
marcador puede usarse para separar el ADN amplificado del templete ADN. El
marcador puede usarse para separar el ADN amplificado que contiene el
nucleétido marcado del ADN amplificado que no contiene el nucledtido
marcado. El marcador puede ser pero no estad limitado a un radioisétopo,
molécula reportera fiuorescente, molécula reportera quimiluminsicents,
anticuerpo, fragmento de anticuerpo, hapteno, biotina, derivado de biotina,
fotobiotina, iminobiotina, digoxigenina, avidina, enzima, acridinio, azdcar,
enzima, apoenzyma, oligonucledtido homopolimérico, hormona, mitad
feromagnética, mitad paramagnetica, mitad diamagnetica, mitad fosforescente,
mitad luminiscente, mitad electroquimiluminiscente, mitad cromética, mitad que
contiene una resonancia perceptible de giro de electrdn, capacitancia eléctrica,
constante dieléctrica o conductibilidad eléctrica, o combinaciones de éllos.
Preferentemente, el marcador es la biotina. E| marcador de biotina se usa para
separar ADN amplificado del templete ADN usando una matriz estreptavidina.
La matriz estreptavidina es recubierta sobre los pozos de una placa de
microtitulacion.

[0029] La incorporacidn de un nucledtido en el método de la invencién es
mediante una polimerasa de ADN que incluyen pero no se limita a polimerasa
ADN E. coli , fragmento Klenow de polimerasa ADN | E. coli., polimerasa ADN

T5, polimerasa ADN T7, polimerasa ADN T 4, polimerasa Tagq, polimerasa ADN
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Pfu, polimerasa ADN Vent, bacteriéfago 29, polimerasa ADN REDTaq™
Genbmica, y sequenase.

[0030] La incorporacién de un nucleétido puede comprender ademas el uso de
una mezcla de nucleétidos marcados y sin marcar. Se pueden incorporar. un
nucleStido, dos nucledtidos, tres nucledtidos, cuatro nucledtidos, cinco
nucledtidos, o méas de cinco. Puede incorporarse una combinacién de
nucledtidos marcados y sin marcar. Los nucledtidos marcados pueden ser pero
no se limitan a un trifosfato dideoxinucledtido y trifosfato deoxinucledtido. Los
nucledtido no marcados pueden ser pero se limitan a un trifosfato
dideoxynucleétido y trifosfato deoxynucledtido. El nucledtido marcado se marca
con una molécula; tal como, pero no limitado a una molécula radiactiva,
molécula fluorescente, anticuerpo, fragmento del anticuerpo, hapteno, hidrato
de carbono, biotina, y derivado de biotina, mitad fosforescente, mitad
luminiscente, mitad electro-quimoco-luminiscente, mitad cromatica, o mitad que
contenga una resonancia perceptible de giro de electron, capacitancia eléctrica,
constante dielectrica o conductibilidad eléctrica. Preferentemente, el nuclestido
marcado se marca con una molécula fluorescente. La incorporacién de un
nucledtido marcado fluorescente ademas incluye el uso de una mezcla de
nucledtidos fluorescentes y no marcados.

[0031] En una incorporacion, la determinacién de la secuencia del sitio de
interés comprende la deteccién del nucleétido incorporado. En una
incorporacion, la deteccion es por un método como tal pero no limitado a
electroféresis gel, electroféresis capilar, electroféresis microcanal, electroféresis
gel poliacrilamido, deteccidon fluorescente, secuenciacién, ELISA,

espectrometria de masa, tiempo de espectrometria de masa de vuelo,
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espectrometria de masa quadrupolo, espectrometrla de masa de sector
magnético, espectrometria de masa de sector eléctrico, fluorometria,
espectrometria inframoja, espectrometria  ultravioleta, amperometria
palentiostatica, hibridacién, tal como el Secado del sur, 0 microconjunto. En
una incorporacion preferida, la deteccion es mediante la deteccion por
fluorescencia.

[0032] En una incorporacion preferida, el sitio de interés es sospechoso de
contener un polimorfismo de nucledtido sencillo o mutacién. El método puede
usarse para determinar sucesiones de sitios multiples de interés
concurrentemente. El templete ADN puede comprender sitios muitiples de un
solo cromosoma. El templete ADN puede comprender sitios mdiltiples de
cromosomas diferentes. Los sitios de interés en el templete ADN pueden
amplificarse en una reaccién. Altemativamente, cada uno de los sitios de
interés en el templete ADN puede amplificarse en una reacciéon separada. El
ADN amplificado puede agruparse antes de la digestién del ADN amplificado.
Cada ADN marcado que contiene un sitio de interés puede separarse antes de
determinar la secuencia del sitio seleccionado de interés. En una incorporacién,
por lo menos uno de los sitios de interés es sospechoso de contener un
polimorfismo de nucleétido sencillo o una mutacion.

[0033] En otra incorporacién, el método de la invencién puede usarse para
determinar las secuencias de sitios muttiples de interds de un solo individuo o
de multiples individuos. También, el método de la invencién puede usarse para

determinar la secuencia de un solo sitio de interés de mdiltiples individuos.
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DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

[0034] FIG. 1A. Un diagrama esquematico que representa una molécula ADN
de doble cadena. Un par de plantillas, pintadas como flechas inclinadas,
flancos del area seleccionada de interés, representado como un simbolo
triangular en la base N14. El sitio seleccionado de interés puede ser un
palimorfismo de nucledtido sencillo, punto de mutacién, insercidn, eliminacién,
translocation, etc. Cada plantilla contiene un sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccién aproxima|damento 10 bp del teminal de los 5', términal
registrado como la regién "a” en la primera plantilla y como la regién "d" en la
segunda plantilla. El sitio de reconocimiento de restriccion "a" puede ser para
cualquier tipo de enzima de restriccién, pero el sitio de reconocimiento "d" es
para una enzima de restriccién que fragmenta "n" nucleétidos fuera de su sitio
de reconocimiento y permite una proyeccién §' y una suspensién 3' al final.
Ejemplos de tales enzimas incluyen pero no se limitan a BceA | y BsmF |. La
proyeccion 5' sirve como un templete para la incorporacién de un nucleétido en
el final de la suspensién 3'.

[0035] La primera plantilla se muestra modificada con la biotina en el terminal 5
para ayudar en la purificacién. La secuencia del terminal 3' de las plantillas es
tal que las plantillas recocen a una distancia deseada anterior y posterior al sitio
seleccionado de interés. La segunda plantila recoce cerca del sitio
sealeccionado de interés; el sitio del recocido que se sefiala como la regiéon "c”,
se disefia tal que el terminal 3' de la segunda plantilla recoce una base fuera
del sitio seleccionado de interés. La segunda plantilla puede recocer cualquier

distancia del sitio seleccionado de interés, con tal que la digestibn con la
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enzima de restriccibn que reconoce la regiébn "d" en este plantilla genere una
proyeccion 5’ que contiene el sitio seleccionado de interés.

[0036] El sitio de recocido de la primera plantilla, que se exhibe como la regién
"b™, es de aproximadamente 20 bases.

{0037] FIG 1B. Un diagrama esquematico que muestra los pasos del recocido y
la extensién del primer ciclo de amplificacion por la PCR. El primer ciclo de
amplificacién se ha realizado alrededor de la temperatura de fusion de ia regién
J', la cual recoce al templete ADN, de la segunda plantilla, registrada como la
region "c”, y en este ejemplo es 13 pares de bases. A esta temperatura, ambos:
las primeras y segundas plantillas recocen a sus respectivas cadenas
complementarias y empieza la extension, sefialada por las llneas punteadas.
En este primer ciclo, la segunda plantilla se extiende y copia ia regién b dénde
la primera plantilla puede recocer en el préximo ciclo.

[0038] FIG. 1C. Un diagrama esquemaético que muestra los pasos de recocido
y extension posteriores a la desnaturalizacibn en el segundo ciclo de
amplificacion de PCR. El segundo ciclo de amplificacién es realizado a una
temperatura de recocido superior (TM2) que esta sobre el punto de fusién de
los 20 bp de la regién 3' de la primera plantilla que recoce el templete ADN,
mostrado como la regién "b". Por consiguiente a TM2, la primera plantilla que
es complementaria a la regién b puede enlazar al ADN que se copidé en el
primer ciclo de la reaccién. Sin embargo, a TM2 la segunda plantilla no puede
recocer al templete original ADN o al ADN que se copié en el primer ciclo de la
reaccién porque la temperatura del recocido es demasiado alta. La segunda
plantilla puede recocer a 13 bases en el templete original de ADN pero TM2 es

calculado alrededor de la temperatura de fusién de 20 bases.
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[0039] FIG. ID. Un diagrama esquematico que muestra las reacciones de
recocido y extension después de la desnaturalizacidn durante el tercer ciclo de
amplificacion. En este ciclo la temperatura del recocido, TM3, estd sobre la
temperatura de fusidn de la segunda plantilla entera, incluso las regiones "c" y
*d". La longitud de las regiones "c" + “d” es aproximadamente 27-33 bp de
longitud, y asi TM3 es significativamente méas alto que TMI y TM2. A este TM
mas alto, la segunda plantilla, que contiene las regiones c y d recoce al ADN
copiado generado en el ciclo 2.

FIG IE. Un diagrama esquemaético que muestra las reacciones de recocido y
extension durante los ciclos restantes de amplificacién. La temperatura del
recocido durante los ciclos restantes es TM3, la cual esta sobre la temperatura
de fusion de la segunda plantilla completa. A TM3, la segunda plantilla enlaza a
los templetes que contienen las regiones ¢’ y d' y la primera plantilla enlaza a
los templetes que contienen las regiones a' y b. Elevando sucesivamente la
temperatura del recocido en cada ciclo durante los primeros tres ciclos de TMI
a TM2 a TM3, la amplificacién no especifica es significativamente reducida.
[0041] FIC. 1F. Un diagrama esquematico que muestra el sitio de interés
amplificado seleccionado ligado a una matriz sélida.

[0042] FIG. 1G. Un diagrama esquemético que exhibe el ADN ligado,
amplificado, después de la digestién con una enzima de restriccion que
reconoce "d" El terminal descendente es liberado en el sobrenadante, y puede
removerse lavando con cualquier bufer apropiado. El terminal ascendente que
contiene el sitio de interés seleccionado permanece ligado a la matriz sélida.
[0043] FIG. 1H. Un diagrama esquemético que muestra el ADN ligado,

amplificado, después de "rellenar” con un ddNTP marcado. Una polimerasa
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ADN se usa para "rellenar” la base (N'i4) que es complementaria al sitio de
interés seleccionado (N44). En este ejemplo, sélo los ddNTPs estan presentes
en esta reaccion, de tal manera que sélo el sitio de interés seleccionado o SNP
de interés esta relleno.

[0044] FIG. 1l. Un diagrama esquematico que muestra ADN marcado, ligado,
después de la digestion con la enzima de restriccién "a." El ADN marcado se
libera dentro del sobrenadante que puede coleccionarse para identificar la base
que estaba incorporada.

[0045] FIG. 2. Diagrama esquematico que muestra los templetes ADN de doble
cadena con "N" nimeros de areas de interés y "n” nimeros de pares de
plantilla, x4, X1 a X,, Yn. €specificamente recocido de modo tal que una piantilla
flanquea cada sitio de interés. Las primeras plantillas estin biotinilados en el
terminal 5', sefialados con *, y contienen un sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccién, “a" que se reconoce mediante cualquier tipo de enzima
de restriccién. Las segundas plantillas contienen un sitio de reconocimiento de
la enzima de restriccién "d", dénde "d" es un sitio de reconocimiento para una
enzima de restricion que fragmenta ADN a una distancia de su sitio de
reconocimiento, y genera una proyeccién §' que contiene el sitio de interés
seleccionado y un terminal suspendido 3'. Las segundas plantillas adyacentes
recocen los sitios respectivos de interés seleccionados. La posicién exacta del
sitio de la enzima de restriccion "d” en las segundas plantillas se disefla de
modo tal que digiriendo el producto de la PCR de cada sitio de interés
seleccionado, con la enzima de restriccion "d", genera una proyeccién 5' que
contiene el sitio de interés y un terminal de receso 3'. Los sitios de recocido de

las primeros plantillas son aproximadamente 20 bases de longitud y se
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seleccionan de tal manera que cada sucesivo primera plantilla estd mas
adelante, lejos de su respectiva segunda plantilla. Por ejemplo, si el sitio 1 de
los terminales 3' de las primeras y segundas plantillas estan Z par de bases
aparte, entonces el sitio 2, de los terminales 3' las primeras y segundas
plantillas estdan Z + K par de bases aparte, donde K = 1, 2, 3 o mas de tres
bases. Las plantillas para el sitio N son Z,¢ + K par de bases aparte. El
propésito de hacer cada sucesiva primera plantila mas aparte de sus
respectivas segundas plantillas es tal que los fragmentos de restriccion de
"relleno” (generado después de la amplificacién, purificacién, digestion y
marcado, como se describié en las figuras 1B-1l) difiera en tamafio y pueda
resolverse, por ejemplo por electrofbresis, para permitir la deteccién de cada
sitio individual de interés.

[0046] FIG. 3. La amplificacién de PCR de fragmentos de ADN que contienen
SNPs que usan miultiples temperaturas de recocido. Se analizé6 una muestra
que contiene plantillas gendémicas de ADN procedentes de treinta y seis
voluntarios humanos para los siguientes cuatro SNPs: SNP HC21S00340 (linea
1), namero de identificacién segin asignacion en la Base de datos cSNP
Human Chromosome 21, localizada en cromosoma 21; SNP TSC 0095512
(linea 2), localizado en cromosoma 1; SNP TSC 0214366 (linea 3), localizado
en cromosoma 1; y SNP TSC 0087315 (linea 4), localizado en cromosoma 1.
Cada fragmento ADN conteniendo un SNP se amplific6 mediante PCR
utilizando tres protocolos diferentes de temperatura de recocido; en el presente
documento denominado como: temperatura de recocimiento de baja severidad,
temperatura de recocimiento de mediana severidad, y temperatura de

recocimiento de alta severidad. Sin tener en cuenta el protocolo de temperatura
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de recocido, cada fragmento de ADN conteniendo un SNP se amplificé durante
40 ciclos de PCR. El paso de desnaturalizacién para cada reaccion de PCR se
realizd durante 30 segundos a 95°C.

[0047] FIG. 3A. La fotografia de un gel que demuestra la amplificacién de PCR
de 4 fragmentos ADN conteniendo diferentes SNPs que usa el protocolo de
temperatura de recocido de baja severidad.

[0048] FIG. 3B. La fotografia de una gel que demuestra la amplificacién de
PCR de 4 fragmentos ADN conteniendo diferentes SNPs que usa el protocolo
de temperatura de recocido de mediana severidad.

[0049] FIG. 3C. La fotografla de una gel que demuestra la amplificacién PCR
de 4 fragmentos ADN conteniendo diferentes SNPs que usa el protocolo de
temperatura de recocido de alta severidad.

[0050] FIG. 4A. Una muestra de la secuencia de ADN del SNP HC21500027
(SEQ ID NOS:27 & 28), asignado por la base de datos de Human Chromosome
21 cSNP, localizado en el cromosoma 21. Una primera plantilla (SEQ ID
NO:17) y una segunda plantilla (SEQ |D NO:18) fueron indicados anteriormente
y mas adelante, respectivamente, la secuencia de HC21S00027. La primera
plantila es bictinilada y contiene el sitio reconocimiento de la enzima de
restriccién para EcoRI. La segunda plantilla contiene el sitio de reconacimiento
de la enzima de restriccién para BsmF | y contiene 13 bases que recocen a la
secuencia ADN. El SNP se indica por R (A/G) y r (T/C); complementario a R).
[0051] FIG.4B. Una representacion de la secuencia ADN de SNP HC21S00027
(SEQ ID NOS:27 & 28), segin lo asignado por la base de datos Human
Chromosome 21 cSNP, localizada en cromosoma 21. Una primera plantilla

(SEQ ID NO: 17) y una segunda plantilla (SEQ ID NO: 19) se indican anterior y
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posteriormente, respectivamente, la secuencia of HC21 S00027. La primera
plantilla es biotinilada y contiene el sitic de reconocimiento de la enzima de
restriccion para EcoRl. La segunda plantilla contiene el sitio de reconocimiento
de la enzima de restriccién para BceA | y tiene 13 bases que recocen a la
sacuencia ADN. El SNP se indica por R (A/G) y r (T/C; complementario a R).
[0052] FIG.4C. Una representacion de la secuencia ADN de SNP TSC0095512
(SEQ ID NOS:29 & 30) de cromosoma 1. La primera plantilla (SEQ ID NO:11) y
la segunda plantila (SEQ ID NO:20) se indican anterior y posteriorments,
respectivamente, la secuencia de TSC0085512. La primera plantilla es
biotinilada y contiene el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién para
EcoRI. La segunda plantilla contiene el sitio de reconacimiento de la enzima de
restriccion para BsmF | y tiene 13 bases que recocen a la secuencia ADN. El
SNP se indica por S (G/C) y s (C/G; complementario a S).

[0053] FIG.4D. Una representacion de la secuencia ADN de SNP TSC0085512
(SEQ ID NOS:29 & 30) de cromosoma 1. La primera plantilla (SEQ ID NO: 11)
y la segunda plantila (SEQ ID NO:12) se indican anterior y
posteriormentemente, respectivamente, la secuencia de TSC0095512 . La
primera plantilla es biotinilada y contiene el sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccion para EcoRl. La segunda plantilla contiene el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion para BceA | y tiene 13 bases que
recocen a la secuencia ADN. El SNP se indica por S (G/C) y s (C/G;
complementario a S).

[0054] FIGS.5A-5D. Un diagrama esquematico que Indica las secuencias del
nucledtido de SNP HC21S00027 (FIG. 5A (SEQ ID NOS:31 & 32) y FIG. 5B
(SEQ ID NOS:31 & 33)), y SNP TSC0085512 (FIG. 5C (SEQ ID NOS:34 & 35)
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y FIG. 5D (SEQ ID NOS:34 & 36)) después de la amplificacion con las plantillas
descritas en las figuras. 4A-4D. Se resaltan los sitios de restriccién en la
secuencia de ia plantilla.

[0055] FIGS.6A-6D. Un diagrama esquematico que muestra las secuencias de.l
nucledtido de cada fragmento ADN amplificado que contiene un SNP después
de la digestién con la enzima de restriccién Tipo IS apropiada. FIG. 6A (SEQ
ID NOS:31 & 32) y FIG. 6B (el SEQ ID NOS:31 & 33) representa los
fragmentos de una secuencia ADN que contiene SNP HC21500027 digeridos
con las enzimas de restriccion Tipo 1IS BsmF | y BeeA |, respectivamente. FiG.
6C (SEQ ID NOS:34 & 35) y FIG. 6D (SEQ ID NOS:34 & 36) representa
fragmentos de una secuencia ADN que contiene SNP TSC0095512 digerido
con las enzimas de restriccién Tipo [IS BsmF | y BeeA |, respectivamente.
[0056] FIGURAS. 7 A-7D. Un diagrama esquematico que registra la
incorporacion de un nucledtido fiuorescentemente marcado que usa la
proyeccién 5' del sitio SNP digerido como un templete para “rellenar® en el
terminal 3'. FIG. 7A (SEQ ID NOS:31, 37 & 41) y FIG. 7B (SEQ ID NOS:31, 37
& 39) muestra el sitio del SNP digerido de HC21S00027 con un ddNTP
marcado incorporado (* R¥ = nucleétido dideoxi fluorescents). FIG. 7C (SEQ
ID NOS:34 & 38) y FIG. 7D {(SEQ ID NO:34) sefiala el sitio del SNP digerido de
TSC0095512 con un ddNTP marcado incorporado (* S'% = nucledtido dideoxi
fluorescente). El uso de ddNTPs asegura que el receso 3' es extendido por un
nucleétido, lo cual es complementario al nucledtido de interds o sitio SNP
presente en la proyeccibn 5'.

[0057] FIG.7E. Un diagrama esquemético que indica la incorporacién de

dNTPs y un ddNTP en la proyeccién 5' que contiene el sitio de SNP. El
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fragmento de ADN que contiene SNP HC21S00007 se digirid6 con BsmF | lo
que generd una proyeccion §' de cuatro bases. El uso de una mezcla de dNTPs
y ddNTPs permite al receso 3' ser extendido un nucledtido (un ddNTP es
incorporado primero) (SEQ ID NOS:31, 37 & 41); dos nucleétidos (un dNTP es
incorporado seguido por un ddNTP) (SEQ ID NOS:3‘; , 39 & 41); tres
nucledtidos (dos dNTPs son incorporados, seguidos por un ddNTP) (SEQ ID
NOS:31, 40 & 41); o cuatro nucleétidos (tres dNTPs son incorporados,
seguidos por un ddNTP) (SEQ ID NOS:31 & 41). Todos los cuatro productos
pueden separarse por tamafio, y los nucleétidos incorporados, detectados
(*R¥ = nucleétido dideoxi fluorescente). La deteccién del primer nucledtido que
comesponde al SNP o regién seleccionada y los préximos tres nucledtidos
proporcionan un nivel adicional de control de calidad. EI SNP se indica por R
(A/G) y r (T/C) (complementario a R).

[0058] FIGS.8A-8D. El descargo del SNP “relleno” de de la matriz de apoyo
sdlida, es decir: los pozos cubiertos de estreptavidina. SNP HC21S00027 se
muestra en FIG. 8A (SEQ ID NOS:31, 37 & 41) y FIG. 8B (SEQ ID NOS:31, 37
& 39), mientras que SNP TSC0095512 se muestra en FIG. 8C (SEQ ID
NOS:34 & 38)and FIG. 8D (SEQ ID NO:34). El SNP “relleno” est4 libre en la
solucién, y puede detectarse.

[0059] FIG. 9A. Anélisis de la secuencia de un fragmento de ADN que contiene
SNP HC21S00027 digerido con BceAl. Se muestran cuatro reacciones
“rellenos”; cada reaccion contiene un nucledtido fluorescentemente marcado,
ddGTP, ddATP, ddTTP, o ddCTP, y ddNTPs no marcados. Se indica la
proyeccién 5° generada mediante la digestion con BceA | y los nucleétidos

esperados en este sitio SNP.
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[0080] FIG. 9B. Andlisis de la secuencia de SNP TSC0095512. SNP
TSC0095512 se amplificd con una segunda plantilla que contenia el sitio de
reconocimiento para BceA |, y en una reaccion separada, con una segunda
plantilla que contenla el sitio de reconocimiento para BsmF |. Se muestran
cuatro reacciones de "relleno” para cada producto PCR; cada reaccion
contenia un nucleétido fluorescentemente roulado, ddGTP, ddATP, ddTTP, o
ddCTP, y ddNTPs no marcados. Se indica la proyeccién §' generada por la
digestién con BceA | y con BsmF y los nucledtidos esperados.

[0061] FIG. 9C. El andlisis de la secuancia SNP TSC0264580 después de la
amplificacién con una segunda plantilla que contenla el sitio de reconocimiento
para BsmF |. Se muestran cuatro reacciones "rellenc”; cada reaccién contenla
un nucledtido fluorescentemente marcado, que era ddGTP, ddA TP, ddTTP, o
ddCTP y ddNTPs no marcados. Se muestran dos diferentes proyecciones 5"
una representa las moléculas ADN que fueron fragmentadas 11 nucleédtidos
lejos en la cadena codificante y 15 nucledtidos lejos sobre la cadena no
codificante y el otro representa las moléculas ADN que fueron fragmentadas 10
nucledtidos lejos en la cadena codificante y 14 nucledtidos en la cadena no
codificante. Se indican también los nucledtidos esperados.

{0062] FIG. 9D. Analisis de la secuencia de SNP HC21500027 amplificada con
una seqgunda plantilla que contenla el sitio de reconocimiento para BsmF |. Una
mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs sin marcar fue utilizada para rellenar la
proyeccion 5' generada por la digestibn con BsmF 1. Se representan dos
diferentes proyecciones 5. una representa las moléculas de ADN que fueron
fragmentadas 11 nucledtidos lejos en la cadena codificante y 15 nucledtidos en

la cadena no codificante y el otro representa las moléculas de ADN que fueron
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fragmentadas 10 nucleétidos lejos en la cadena codificante y 14 nucleétidos en
la cadena no codificante. Se indican el nucleétido ascendente del SNP, el
nucledtido en el sitio SNP (la muestra contenla los templetes de ADN de 36
individuos; se esperaba ambos nuclettidos ser representados en la muestra), y
los tres nucledtidos descendentes del SNP.

[0083] FIG. 10. Andlisis de la secuencia de SNPs muiltiple. SNPs HC21S00131,
y HC21S00027 que se localizan en el cromosoma 21 y SNPs TSC0087315,
SNP TSC0214366, SNP TSC0413944, y SNP TSC0095512 que estan en el
cromosoma 1, fueron amplificados en reacciones separadas de PCR con
segundas plantillas que contenfan un sitio de reconocimiento para BsmF 1. Las
plantilas fueron disefiadas para que cada sitio de interés amplificado
seleccionado, fuera de un tamafio diferente. Después de la amplificacion, las
reacciones se agruparon en una sola muestra, y efectuados en esa muestra,
todos los pasos subsecuentes del método (como se describié en las FIGS. 1F-
11. Se indican cada SNP y los nucledtidos encontrados en cada SNP.

[0064] FIG. 11. Determinacién de la secuencia de ambos alelos de SNPs
TSC0837969, TSCOO034767, TSCI130902, TSC0597888, TSC0195492,
TSC0607185 utilizando un nucledtido fluorescentemente marcado. El ddGTP
marcado se usé en presencia del dATP, el dCTP, el dTTP no marcados para
rellenar la proyeccién generada por la digestion con BsmF |. El nucledtido que
precede el sitio variable en la cadena que fue rellenada, no era guanina, y el
nucledtido después del sitio variable en la cadena que fue rellena, no era
guanina. El nucleétido dos bases después del sitio variable en la cadena que
fue rellena, era guanina. Los alelos que contienen guanina en el sitio variable

estan rellenos con ddGTP marcado. Los alelos que no contienen guanina estan
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rellenos con dATP, dCTP, o dTTP, sin marcar; y la polimerasa continda
incorporando nucledtidos hasta que el ddGTP marcado esta relleno en la

pasicidn 3 complementaria a la proyeccion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0065] La presente invencién proporciona un nuevo método para determinar
rapidamente la secuencia del ADN, sobre todo a una regién de interés o a
multiples regiones de interds. Las secuencias de cualquier nimero de objetivos
ADN, desde uno hasta centenares o miles 0 mas regiones de interés en
cualquier templete ADN o muestras de acido nucléico pueden determinarse
eficazmente, con precision, y econémicamente. El método es especialmente
atil para la secuenciacion rapida desde uno hasta decenas de miles o méas de
genes, regiones de genes, fragmentos de genes, polimorfismos de nucledtidos
sencillos, y mutaciones en un solo cromosoma o en maltiples cromosomas.

[0068] La invencidn se enfoca a un método para determinar una secuencia de
un sitio seleccionado de interés, el método comprende,: (a) amplificar un sitio
seleccionado de interés en un templete ADN utilizando una primera y segunda
plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de reconocimiento
para una enzima de restriccion de tal modo que esa digestién con la enzima de
restriccion genera una proyeccion 5' que contiene el. sitio seleccionado de
interéds; (b) digerir del ADN amplificado con la enzima de restriccion que
reconoce el sitio de reconocimiento en la segunda plantilla; (c) incorporar un
nucledtido en el ADN digerido de (b) usando la proyeccién 5' que contiene el
sitio de interés como un templete; y (d) determinar la secuencia del sitio de

interés seleccionado mediante la determinacién de la secuencia del ADN de
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(c). [0067] La invencién también se enfoca a un método para determinar una
secuencia de un sitio seleccionado de interés, dicho método comprende: (a)
amplificar un sitio de interés seleccionado en un templete ADN utilizando una
primera y segunda plantillas, en donde la primera y/o segunda plantilla contiene
una porcién de un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion,en
donde se genera un sitio de reconocimiento completo para la enzima de
restriccién, ante la amplificacion de el templete ADN de manera que tal
digestiéon con la enzima de restriccion genera una proyeccion §' que contiene el
sitio seleccionado de interés; (b) digerir el ADN amplificado con la enzima de
restriccion que reconoce el sitio del reconocimiento completo generado por el
segundo plantilla y el templete ADN; (c) incorporar un nucledtido en el ADN
digerido de (b) usando la proyeccién 5' que contiene el sitio de interés como un
templete; y determinar la secuencia del sitio de interés seleccionado mediante

la determinacion de la secuencia del ADN de (c).

Templete de ADN

[0068] Por "sitio de interds” se entiende una regidn seleccionada del acido
nucléico que esta dentro de una regién méas grande del mismo. Un sitio de
interés puede incluir pero no estd limitado a 1-100, 1-50, 1-20, o 1-10
nucledtidos, preferentemente 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, o 1 nucleétido(s).

[0069] Como se usa en este documento: un "alelo™ es una de varias formas
altemas de un gen o regiones no-codificadas de ADN que ocupan la misma
posicidn en un cromosoma. Los término alelo puede usarse para describir ADN

de cualquier organismo que incluye pero no se limita a bacterias, viruses,
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hongos, protozoarios, moho, levaduras, plantas, humanos, no humanos,
animales, y archaebacteria.

[0070] Como se usa en el presente con respecto a los individuos, "alelo
mutante” se refiere a alelos variantes que estan asociados con un estado de
enfermedad. Por ejemplo, las bacterias tienen tipicamente una cadena grande
de ADN. El término alelo con respecto a ADN bacteriano se refiere a la forma
de un gen encontrado en una célula comparado con la forma del mismo gen en
una célula bacteriana diferente, de la misma especie.

[0071] El alelo puede tener la secuencia idéntica o puede variar por un solo
nucleétido o por més de un nucleétido. Con respecto a organismos que tienen
dos copias de cada cromosoma, si ambos cromosomas tienen el mismo alelo,
la condiciébn se denomina homociga. Si los alelos en los dos cromosomas son
diferentes, la condicién se denomina heterdciga. Por ejemplo, si el sitio de
interés es SNP X en el cromosoma 1, y el cromosoma maternal contiene una
adenina en SNP X (alelo A) y el cromosoma patemnal contiene una guanina en
SNP X (alelq G), el individuo es heterdcigo en SNP X.

[0072] Como se usa en el presente documento, "secuencia” significa la
identidad de, o determinar la identidad de (dependiendo si se utiliza como
nombre 0 como verbo, respectivamente), un nucledtido o mas de un nucledtido
contiguo en un polinucleétido. En el caso de un nucleétido sencillo, por
ejemplo, una "secuencia®™ SNP se usa como un nombre intercambiablementa
con "identidad” en el presente, y "secuencia” se usa intercambiablemente como
un verbo con “identifique” en el presente documento.

[0073] El término "templete™ se refiere en la invencién, a cualquier molécula

Acida nucleica que puede ser usada para amplificacién. ARN o ADN que no es
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naturaimente doble cadena, puede convertirse en una doble cadena ADN para
ser usada como el templete ADN. Cualquier ADN de doble cadena o
preparacidn que contenga multiples, diferentes moléculas de ADN, puede
usarse como templete ADN para amplificar un sitio o sitios de interés,
contenido en el templete ADN.

[0074] La fuente del 4cido nucléico por obtener la plantilla ADN puede
ser de cualquier fuente apropiada que incluye pero no se limita al acido
nucléico de cualquier organismo, ej., humano o no humano, ej., bacteria,
virus, levadura, hongo, plantas, protozoario, animal, muestras de tejidos
de contenido acido- nucléico, fluidos corporales (por ejemplo, sangre,
suero, plasma, saliva, orina, lagrimas, semen, secreciones vaginales,
fluido linfatico, fluido cerebroespinal, o secreciones mucosas), materia
facal, células individuales o extractos de tales fuentes de que contengan
acido nucléico del mismo, y estructuras subcellulares como mitocondria
o cloroplastos, usando bien los protocolos establecidos dentro de la
técnica. El acido nucléico también puede obtenerse del forense, la
comida, de muestras arqueolégicas, o inorgénicas sobre las cuales el
acido nucléico se ha depositado o se ha extraldo. En una incorporacién
preferida, el acido nucléico se ha obtenido de un humano o animal a ser
examinado para la presencia de una 0 mas secuencias genéticas que
pueden ser el diagndstico, o que predispone el sujeto a, una condicion o
enfermedad médica.

[0075] El &cido nucléico que serd analizado puede ser cualquier éacido
nucléico, por ejemplo, genémico, plasmido, césmido, cromosomas artificiales

de levadura, ADN artificial o manufacturado, incluyendo secuencias unicas de
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ADN, y también ADN que ha sido transcrito inverso de una muestra de ARN,
como cDNA. La secuencia de ARN puede ser determinada segqn la invencién
si es capaz de ser convertido en una forma de ADN de espiral doble para ser
usada como templete ADN.

[0076] Los términos "plantilla” y "plantilla oligonucledtida”™ son intercambiables
cuando se usan para discutir un oligonucleétido que recoce a un templete y
puede usarse para recocer la sintesis de una copia de ese templete.

[0077] ADN "Amplificado” es un ADN que se ha copiado una vez o multiples
veces, por ejemplo mediante la reaccién en cadena de la polimerasa. Cuando
hay una cantidad grande de ADN disponible para ensayo, de tal manera que
haya un nimero suficiente de copias del sitio de interés estan ya presentes en
la muestra a ser ensayada, puede no ser necesario "amplificar" el ADN del sitio
de interés en un nimero aun mas grande de réplicas de la copia. Mas bien,
simplemente puede bastar "copiar® una vez el templete ADN usando una vez
un conjunto apropiado de plantillas, como aquéllas que contienen estructuras
horquilla, que permiten a la enzima de restriccion el reconocimiento de sitios a
ser doble encadenados.

[0078] "Copia™ como en "ADN copiado" se refiere a ADN que se ha copiado
una vez, 0 ADN que se ha amplificado en méas de una copia.

[0079] En una incorporacion, el dcido nucléico se amplifica directamente en la
muestra original que contiene la fuente de ‘Acido nucléico. No es esencial que el
acido nucléico se extraiga, se purifique o se aisle; sélo necesita ser
proporcionado en una forma que sea capaz de ser amplificado. Antes de la
amplificacion no se requiere un paso de hibridacién del 4cido nucléico con las

plantillas. Por ejemplo, la amplificacién puede realizarse en una célula o una
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muestra de lisata, usando bien los protocolos normales conocidos en la técnica.
Puede usarse directamente el ADN que estad sobre un apoyo sélido, en una
preparacién bioldgica establecida, ¢ de otra manera en una composicién que
contiene substancias no-ADN y que pueden amplificarse sin extraerse primero
del apoyo sélido o preparacion fija o substancias no-ADN en la composicion,
sin la purificacidn extensa, con tal de que el ADN pueda recocer con las
plantillaes apropiadas, y pueda copiarse, especiaimente amplificado, y los
productos copiados o amplificados puedan recuperarse y puedan utilizarse
como se describe en el presente.

[0080] En una incorporacién preferida, el 4cido nucléico se extrae, se purifica 0
se aisla de materiales 4cidos non-nucléicos que estan en la muestra original,
utilizando los métodos conocidos en la técnica; antes de la amplificacion.

[0081] En ofra incorporacién, el acido nucléico se extrae, purifica o aisla de la
muestra original que contiene la fuente de &cido nuciéico y antes de la
amplificacién, el &cido nucléico es fragmentado usando cualquiera de los
métodos conocidos en la técnica, que incluye pero no se limita a la digestién
enzimética, fragmentacién manual, y sonicacién. Por ejemplo, el ADN puede
digerirse con una o mas enzimas de restriccion que tienen un sitio de
reconocimiento, y sobre todo un sitio de reconocimiento ocho o seis pares de
bases que no estan presentes en los sitios de interés.

Tipicamente, el ADN puede fragmentarse a cualquier longitud deseada,
incluyendo 50, 100,250, 500, 1,000,5,000, 10,000,50,000 y 100,000 pares de
base de longitud. En otra incorporacién, el ADN es fragmentado a una longitud
promedio de aproximadamente 1000 a 2000 pares de bases. Sin embargo, no

es necesario que el ADN sea fragmentado.

32



[0082] Fragmentos de ADN que contiene sitios de interés pueden purificarse
de los fragmentos de ADN que no contienen los sitios de interés, antes de la
amplificacion. La purificacién puede hacerse usando plant_illas que se usaran en
la amplificacion (vea el "Disefio de la Plantilla® mas adelante) como ganchos
para recuperar los fragmentos que contienen los sitios de interés, con base en
la habilidad de tafes plantillas de recocer a los sitios de interés. En una
incorporacion preferida.. son utilizadas las plantillas marcador-modificadas
como por ejemplo las plantillas biotinaladas. También vea la seccién
"Purificacién det ADN Amplificado™ para marcadores adicionales.

[0083] Mediante la purificacién de fragmenios ADN que contienen los sitios de
'interés. puede mejorarse la especificidad de la reaccién de amplificaciéon. Esto
minimizara la amplificacion de regiones no especificas de el templete ADN. La
purificacién de los fragmentos de ADN también puede tambien permitir PCR
multiplex (Reaccién de la Cadena Polimerasa) o amplificacion de sitios
multiples de interés con la especificidad mejorada.

[0084] En una incorporacién, la muestra de acido nucléico se obtiene con un
propésito predeterminado tal como determinar la secuencia en un sitio
predeteminado o sitio de interés, utilizando el método de la invencién. Por
ejemplo, el &cido nucléico es obtenido con el propésito de identificar una o mas
condiciones o enfermedades a las cuales el sujeto puede estar predispuesto o
puéde estar en la necesidad de tratamiento, o para la presencia de cierto
polimorfismo de nucleétido sencillo. En una incorporacién altemativa, la
muestra se obtiene para averiguar la presencia o ausencia de uno o mas

marcadores de secuencia ADN, la presencia de lo cual identificaria ese ADN
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como perteneciente a un especifico microorganismo bacteriano o fungal, o
individual.

[0085] Los sitios de interés que van a ser secuenciados pueden seleccionarse
exclusivamente con base en la secuencia. En los humanos, méas de 1.42
millones de polimorfismos de nucleédtido sencillos (SNPs) se han descrito
(Nature 409:928-933.(2001); SNP Consortium LTD). En promadio, existe un
SNP por cada 1.9 kb de genoma humano. Sin embargo, la distancia entre los
sitios de necesidad de interés no necesitan ser considerados cuando se
seleccionan los sitios de interés para ser sequenciados segtn la invencién. Si
se analiza mas de un sitio de interés en el ADN genémico, los sitios
seleccionados de interés pueden estar en el mismo cromosoma O en
cromosomas diferentes.

[0086] En una incorporacidon preferida, la longitud de la secuencia que se
amplifica es preferentemente diferente para cada sitio de interés, de manera
que los sitios de interés puedan ser separados por el tamafio.

[0087] De hecho, es una ventaja de la invencién que no se utilicen las plantillas
que copian una secuencia completa de genes. Mas bien, el sitio copiado de
interés es preferentements sélo una parte pequefia del gen total. No existe
ninguna ventaja al secuenciar el gen entero ya que esto puede aumentar
costos y demorar los resultados. La secuenciacion solamente de las bases
deseadas o sitios de interés dentro del gen aumentan al maximo la eficacia
global del método porque pemmite el nimero maximo de sitios de interés, ser

determinados en la minima cantidad de tiempo y tambien con el costo minimo.
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[0088] Debido a que un nimero grande de secuencias pueden analizarse
juntas, el el método de la invencién es especialmente receptivo a la cribacion
en grande escala de una cantidad de muestras individuales.

[0089] Cualquier nimero de sitios de interés pueden analizarse,
especiaimente concurrentemente, usando el método de la invencion. La
muestra(s) puede analizarse concurrentemente para determinar la secuencia
de un sitio de interés o de sitios multiples de interés. Por ejemplo, los 10 o 20
sitios de mutacibn mayormente ocurrentes en un gen asociado a una
enfermedad, pueden ser secuenciados para detectar la mayoria de los
portadores de la enfermedad.

[0090] Altemativaments, 2,3,4,5,8,7,8,9,10-20,20-25,25-30,30-35,3540, 40-
45,45-50,50-100,100-250,250-500,500-1.000, 1.000-2.000, 2.000-3.000, 3.000-
5.000, 5.000-10.000, 10.000-50.000 o méas de 50.000 sitios de interés pueden
analizarse al mismo tiempo cuando se desea una clasificacion genética global.
Tal clasificacion genética globa!l podria desearse cuando se usa el método de
la invencién para proporcionar una huella digital genética para identificar un
cierto microorganismo o individuo o para la genotipia de SNP.

[0091] Los sitios miltiples de interés pueden ser los objetivos de organismos
diferentes. Por ejemplo, una planta, un animal o sujeto humano en necesidad
de tratamiento, pueden tener sintomas de infecciéon por uno o mas patdgenos.
Una muestra acido nucléica tomada de tal planta, animal o sujeto humano,
puede analizarse para la presencia de miultiples sospechados o posibles
patégenos, al mismo tiempo mediante la determinacién de la secuencia de
sitios de interés, los que, si estdn presentes, serian el diagnéstico para ese

patégeno. No sblo serla el hallazgo de tal secuencia un diagndstico en el sujeto
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que sefialarla rapidamente la causa de tal condicién, sino que también
eliminaria otros patégenos no detectados. Tal clasificaciébn puede usarse para
evaluar el grado al cual un patégeno se ha extendido dentro de un organismo o
ambiente. De una manera similar, el 4cido nucléico de un individuo sospechoso
de tener una enfermedad que es el resultado de una anormalidad genética,
puede analizarse para alguna o para todas las mutaciones conocidas que
producen la enfermedad, o para una 0 mas de las mutaciones mas comunes.

[0092] El método de la invencion puede usarse para supervisar la integridad
de la naturaleza genética de un organismo. Por ejemplo: muestras de levadura
pueden tomarse en varios momentos y de varios lotes en el proceso de
fermentacién, y su presencia o identidad comparada con la cadena deseada
mediante el analisis rapido de sus sucesiones genémicas, como se provee en
el presente.

[0093] El sitio de interés que sera copiado puede estar dentro de una
secuencia codificadora o fuera de de una secuencia codificadora.
Preferentemente, uno o mas sitios de interés que serdn copiados estan dentro
de un gen. En una incorporacion preferida, el templete ADN que se copia es un
sitio o sitios de interés que est4 dentro de un gendmico que codifica sacuencia,
intron 0 exon. En una incorporacién altamente preferida, se copian secuencias
exon de ADN. Los sitios de interés pueden ser sitios donde las mutaciones son
conocidas por causar enfermedad o por predisponer a un estado de
enfermedad. Los sitios de interés pueden ser sitios de polimorfismos de
nucledtido sencillo. Altemativamente, los sitios de interés que serén copiados

pueden ser fuera de la secuencia codificadora, por ejemplo, en un regién
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transcripcional regulatoria, y sobre todo una secuencia promotora, realzadora,

0 secuencia represora.

Disefio de la Plantilla

[0094] Las secuencias publicadas, incluso las secuencias de consenso,
pueden usarse para disefiar o seleccionar plantilas para el uso en la
amplificacion de el templete ADN. La seleccién de secuencias a ser usadas
para la construccién de plantilas que flanguean un sitio de interés puede
hacerse mediante el examen de la secuencia de los sitios de interés, o
inmediatamente a éllo. La secuencia recientemente publicada del genoma
humano proporciona una fuente de informacién de la cual disefiar plantillas
para flanquear un sitio deseado de interés del gen humano.

[0095] Por “flanqueando” un sitio de interés se indica que las secuencias de las
plantillas son tales que por lo menos una porcién de la regiéon 3' de un plantilla
es complementaria a la cadena no codficante de la plantilla ADN y ascendente
del sitio de interés (plantilla hacia adelante), y por lo menos una porcion de la
region 3' de la otra plantilla es complementaria a la cadena codificante de la
plantila ADN y del sitio descendente de interés (plantila hacia atras). Se
intenta que una " plantilla par " indique un par de plantilias hacia delante y hacia
atrds. Ambas plantillas de un plantilia par recocen de una manera que
permiten extension de los plantillas, de tal manera que la extension resulta en
la amplificacién de la plantilla ADN en la regién del sitio de interés.

[0096] Los plantillas pueden ser preparadas mediante una variedad de
métodos que incluyen pero no se limitan a duplicar secuencias apropiadas y

dirigir sintesis quimicas usando los métodos conocido en la técnica (Narang et

37

83



al., Enzymol Methods. 68:90 (1979); Brown et al., Methods Enzymol. 68:109
¢ 979)). Las Plantillas también pueden obtenerse de fuentes comerciales como
Operon Technologies, Amersham Phammacia, Biotech, Sigma, y Life
Technologies. Las plantillas de un par de plantillas pueden tener la misma
longitud. Altemativamente, una de los plantillas del par de plantillas puede ser
mas largo que la otra plantilla del par de plantillas. Las plantillas pueden tener
una temperatura de fusién idéntica. Las longitudes de las plantillas pueden
extenderse o fragmentarse en los terminales 5' o 3' para producir plantillas con
las temperaturas de fusién deseadas. En la incorporaciéon preferida, las
longitudes de recocimiento 3' de las plantillas, dentro de una plantilla par,
difieren. También, la posicibn del recocido de cada plantila par puede
disefiarse de modo que la secuencia y la longitud de la plantilla rinda la
temperatura de fusion deseada. La ecuacion méas simple para determinar la
temperatura fusion de las plantillas mas pequefias de 25 pares de bases, es
The Wallace Rule (Td = 2(A+T) + 4(G+C)). También pueden usarse programas
de Computadora para disefiar las plantillas, incluldos pero no limitados a Array
Designer Software (Amayit Inc.), Oligonucleétide Probe Sequence Design
Sofiware for Genetic Analysis (Olympus Optical Co.), NetPrimer, y DNAsis de
Hitachi Software Engineering. La TM (temperatura de fusion y recocido) de
cada plantilla es calculada usando programas software como el Net Primer
(programa gratis en
hitp://premierbiosoft.cominetprimer/netpriaunch/netpraunch.htmi
(direccién intemet desde el 13 de febrero, afio 2002).

[0097] En otra incorporacién, la temperatura del recocido de las plantillas

puede ser recalculada y aumentada después de cualquier ciclo de
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amplificacién, incluida pero no limitada a ciclo 1,2,3,4,5, ciclos 6-10, ciclos 10-
15, ciclos 15-20, ciclos 20-2, ciclos 25-30, ciclos 30-35, o ciclos 35-40. Después
de los ciclos iniciales de amplificacién 5, la mitad de las plantillas son
incorporadas en los productos de cada sitios de interés, asi la TM puede ser
recalculada con base en ambas secuencias, en la mitad del 5’ y la mitad del 3'
de cada plantilla.

[0098] Por ejemplo, en la FIG. 1B, el primer ciclo de amplificacién es realizado
cerca de la temperatura de fusién de la region 3' de la segunda plantilla (regién
"¢"). que recoce al templete ADN que es 13 bases. Después del primer ciclo, la
temperatura de recocido puedeaumentarse a TM2 que esta cerca de la
temperatura de fusion de la regién 3' de la primera plantilla (regién "b" ‘) que
recoce al templete ADN. La segunda plantilla no puede enlazar al tempiete
original ADN porque s6lo recoce a 13 bases en la el templete original de ADN,
y TM2 esta cerca de la temperatura de fusion de aproximadamente 20 bases,
lo cual es la regién 3' de la primera plantilla (FIG. 1C). Sin embargo, la primera
plantilla puede enlazar al ADN que se copid en el primer ciclo de la reaccién.
En el tercer ciclo, la temperatura de recocido se aumenta a TM3 que esta
alrededor de |la temperatura de fusién de la secuencia entera da la segunda
plantila ("c" y "d"). El templete ADN producto del segundo ciclo de PCR
contiene ambas regiones ¢’ y d', y por consiguiente, la segunda plantilla puede
racocer y puede extenderse a TM3 (FIG. 1D). Los ciclos restantes son
ejecutados en TM3. La secuencia entera de la primera plantilla (a + b") puede
recocer a la plantilla del tercer ciclo de PCR, y se extiende (FIG. 1E).
Aumentando la temperatura del recocido disminuird el enlazamiento no

especlfico y aumentara la especificidad de la reaccion que es especialmente
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atil si se amplifica un sitio de interés del ADN genémico humano que contiene
3x109 pares de base.
[0099] El término “about" (alrededor) como se usa aquil, con respecto a las
temperaturas de recocimiento, se usa para inclulr las temperaturas dentro de
10 grados Celsius de las temperaturas declaradas.
[0100] En una incorporacién, un par de plantillas se usa para cada sitio de
interés. Sin embargo, pueden usarse miltiples pares de plantillas para cada
sitio de interés.
[0101] En una incorporacién, se disefian los plantillas de modo tal que una o
ambas plantillas del par de plantillas contenga la secuencia en la regién 5' para
una o mas endonucleasas de restriccién (enzima de restriccién).
[0102] Como se usa aqul, con respacto a la posicidn a la que las enzimas de
restriccion digieren ADN, la cadena “codificante” (sense) es la cadena de
lectura 5" a 3' en la direccién en que la que fragmenta la enzima de restriccion.
Por ejemplo, BsmF | reconoce la secuencia siguiente:

5' GGGAC(N)1s 3'(SEQID NO:1)o

3 CCCTG(N)4 5'

§' (N} GTCCC 3' (SEQ ID NO:2)

3' (N)1CAGGG &'
f0103] Por lo tanto, la cadena codificante es la que contiene la secuencia de
"GGGAC" en cuanto lee 5' a 3' en la direccion de fragmentacion de la enzima
de restriccién.
[0104] Como se usa aqul, con respecto a la posicién a la que las enzimas de
restriccion digieren ADN, la cadena "no codificante” es la cadena de lectura 3' a

5' en la direccion de fragmentacion de la enzima de restriccion. Asl, la cadena
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no codificante es la cadena que contiene la secuencia del "ccctg™ en cuanto
lee3'a 5.’

[0105] En la invencién, una de los plantillas en un plantilla par, puede
disefiarse de tal modo que contenga un sitio de reconocimiento de una enzima
de restriccién para una enzima de restriccién de modo que tal digestién con la
enzima de restriccién produzca un receso en el Terminal 3' y una proyeccién §'
que contenga el sitio de interés (aqul denominado una segunda plantilla™). Por
ejemplo, la segunda plantilla de un par plantilla puede contener un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que no fragmenta ADN en el
sitio de reconocimiento pero fragmenta “n” nucledtidos fuasra del sitio del
reconocimiento. "N” es una distancia desde el sitio de reconocimiento al sitio
fragmentado por la enzima de restriccién. Si la secuencia del reconocimiento es
para la enzima de restriccibn BceA |, la enzima fragmentard diez (10)
nuciedtidos del sitio de reconocimiento en la cadena codificante, y doce (12)
nucleétidos fuera del sitio de reconocimiento en la cadena no codificante.
[0106] La regidn 3' y preferentemente la mitad 3' de las plantillas se disefia
para recocer a una secuencia que flanquea los sitios de interés (FIG. 1A). La
segunda plantilla puede recocer cualquier distancia desde el sitio de interés con
tal que la digestion con la enzima de restriccion que reconoce el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion en esta plantila genere una
proyeccion 5' que contenga el sitio de interds. La proyeccion §' puede ser de
cualquier tamafio, incluldo pero no limitado a 1,2,3,4,5,6,7.8, y més de 8 bases.
[0107] En una incorporacién preferida, el terminal 3' de la segunda plantilla
puede recocer 1,2,3,4.5.,6, 7,8,9,10,11,12,13,14, 0 més de 14 bases del sitio

de interés o al sitio de interés.
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[0108] En una incorporacién preferida, la segunda plantilla se disefla para
recocer més cerca al sitio de interés que la otra plantilla de un par de plantillas
(la otra plantilla se denomina en el presente documento una "primera plantilla™).
La segunda plantilla puede ser una- plantilla hacia adelante o atras y la primera
plantilla puede ser una marcha hacia atrds o hacia delante, respectivamente.
Que la primera o la segunda plantilla pueda ser plantilla delantera o reversa,
puede determinarse por cual disefio proporcionara los mejores resultados de
secuenciacion.

{0109] Por ejemplo, el plantilla que recoce més cerca al sitio de interés puede
contener un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién BsmF | que
fragmenta diez (10) nucledtidos del sitio de reconocimiento en la cadena
codificante y catorce (14) nucleétidos del sitio de reconocimiento en la cadena
no codificante. En este caso, la plantilla puede disefiarse para que el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién sea 13 bases, 12 bases, 10 bases o
11 bases desde el sitio de interés. Si el sitio de reconocimiento estd 13 bases
del sitio de interés, la digestion con BsmF | generara una proyeccion 5' (RXOX(X),
en donde el sitio de interéds (R) es el primer nucleétido en la proyeccién
(leyendo 3' a §'), y X es cualquier nucleétido. Si el sitio del reconocimiento esta
12 bases del sitio de interés, la digestién con BsmF | generard una proyeccion
5 (XRXX), en donde el sitio de interés (R) es el segundo nucleétido en la
proyeccién (leyendo 3' a §°). Si el sitio del reconocimiento esta 11 bases del
sitio de interés, la digestion con BsmF | generara una proyeccion §' la (XXRX),
en donde el sitio de interés (R) es el tercer nucleétido en la proyeccién (leyendo
3’ a §). La distancia entre el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién

y el sitio de interés debe disefiarse para que la digestién con la enzima de
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restriccion genere una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés. La
distancia efectiva entre el sitio del reconocimiento y el sitio de interés variara
dependiendo de la seleccién de la enzima de restriccion.

[0110] En otra incorporacion, la segunda plantilla que puede recocer mas cerca
al sitio de interés relacionado a la primer plantilla puede disefiarse para que la
enzima de restriccion que genera la proyeccién 5' contenga el sitio de interés,
vea la misma secuencia al sitio de fragmentado, independiente del nucledtido
en el sitio de interés. Por ejemplo: si la plantilla que recoce mas cerca al sitio de
interés se disefla para que el sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion BsmF | (5' GGGAC 3') sea trece bases del sitio de interés, la enzima
de restriccion fragmentara la cadena no codificante una base hacia arriba del
sitio de interés. El nucledtido en el sitio de interés es adyacente al sitio
fragmentado, y puede variar de molécula a molécula ADN. Si se desea que los
nucledtidos adyacentes al sitio fragmentado sean idénticos, el plantilla puede
disefiarse para que el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion para
BsmF | estd doce bases fuera del sitio de interés. La digestion con BsmF |
generard una proyeccién 5, en donde el sitio de interés esta en la segunda
posicion de la proyeccién (leyendo 3' a §) y no estd mas adyacente al sitio de
fragmentado. Disefiando la plantilla para que el sitic de reconocimiento de la
enzima de restriccion sea doce (12) bases del sitio de interés, permite a los
nucledtidos adyacentes al sitio fragmentado ser los mismos, independiente del
nucleétido en el sitio de interés. También, las plantillas que han sido disefiados
para que el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién sea once (11) o

diez (10) las bases desde el sitio de interés permitirdn los nucleétidos
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adyacentes al sitio fragmentado ser los mismos, independiente del nucleétido
en el sitio de interés.

[0111] El terminal 3' de la primera plantilla (sea delantero o hacia atras) puede
diseflarse para recocer a una distancia escogida del sitio de interés.
Preferentemente, para el ejemplo, esta distancia est4 entre 10-25,25-50,50-75,
75-100, 100-150, 150-200, 200-250, 250-300, 300-350, 350-400, 400-450, 450-
500, 500-550, 550-600, 600-650,650-700, 700-750, 750-800, 800-850,850-
900,900-950,950-1000 y superior a 1000 bases fuera del sitio de interés. Los
sitios del recocido de las primeras plantillas son escogidos tal que cada plantilla
ascendente estd sucesivamente mas y mas retirada de su respectiva plantilla
descendents.

[0112] Por ejemplo, si al sitio de interés 1, los terminales 3' de la primera y
segunda plantilas son Z bases aparts, entonces en el sitio de interés 2, los
terminales 3' ascendentes y los plantillas descendentes estdn Z + K bases
aparte, dénde K = 1,2,3,4,5-10, 10-20, 20-30,30-40,40-50,50-60,60-70, 70-80,
80-90, 90-100, 100-200,200-300,300-400, 400-500, 500-600, 600-700, 700-
800, 800-800, 800-1000, o superiores a 1000 bases (FIG. 2). E| prop6sito de
hacer que las plantillas ascendentes se retiren sucesivamente de sus
respectivas plantillas descendentes es para que ios productos de PCR de todos
los sitios de interés, difieran en tamafio y pueden separarse, por ejemplo, en un
gel de secuenciacion. Esto permite el multiplexing agrupando los productos de
PCR en pasos posteriores.

[0113] En una incorporacién, la regién 5' de la primera plantilla puede tener un
sitio de reconocimiento para cualquier tipo de enzima de restriccion. En una

incorporacién preferida, la primera plantilla tiene por lo menos un sitio de
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reconocimiento de la enzima de restriccion que es diferente del sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion en la segunda plantilla. En otra
incorporacién preferida, la primera plantilla recoce més alla del sitio de interés
que la segunda plantilla.

[0114] En una incorporacion preferida, la segunda plantilla contiene una
secuencia de reconocimiento de una enzima de restriccion para una enzima
restriccidon Tipo IIS que incluye pero no se limita a BceA | y BsmF |, lo que
produce una proyeccién 5' de dos bases y una proyeccién 5 de cuatro bases,
respectivamente. Las enzimas de restriccion del Tipo IS son preferidas porque
ellas reconocen las sucesiones de base asimétrica (no palindromo como las
enzimas del Tipo ortodoxo Il). Las enzimas de restriccion Tipo lIS fragmentan el
ADN, en una posicién especifica que ‘esta fuera del sitio de reconocimiento,
tipicamente hasta 20 pares de bases fuera del sitio de reconocimiento. Estas
propiedades hacen de las enzimas de restriccion Tipo IS, y de los sitios de
reconocimiento de éllas, especiaimente Gtiles en el método de la invencion.
Preferentemente, las enzimas de restriccién Tipo IS utilizadas en este método,
dejan una proyeccién 5'y un receso 3'.

[0115] Es conocida una amplia variedad de enzimas de restriccion Tipo IS y
tales enzimas han sido aisladas de bactarias, fago, archaebacteria y viruses de
algas eucaritticas; y estdn comercialmente disponibles (Promega, Madison
WI,; New England Biolabs, Beverly, MA,; Szybalski W. et al., Gene 100:13-18,
(1991). Ejemplos de enzimas de restriccion Tipo IIS que serian Gtiles en este
método de invencidn, incluyen, pero no se limitan a las enzimas listadas en la

Tabla |
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TABLA [
CLASES DE ENZIMAS DE RESTRICCION QUE

GENERAN UNA PROYECCION TERMINAL 5° Y UN

RECESO 3’
Enzima-Origen Reconocimiento/ Proveedor
Sitio de escicién

Alw T - Acinetobacter iwoffii GGATC(4/5) NE Blolabs
Alw26 | - Acinetobacter iwoffi GTCTC(1/5) Promega
Bbs | - Bacillus laterosporus GAAGAC(2/6) NE Biolabs
Bbv 1 - Bacillus brevis GCAGC(8/12) NE Biolabs
BceA | - Bacillus cereus 1315 ACGGC(12/14) NE Biolabs
Bmr | - Baciflus megaterium ACTGGG(5/4)y NE Biolabs

Bsa | - Bacllius stearcthermnophilus 6-55  GGTCTC(1/5) NE Biolabs
Bst71 | -Bacillus stearothermophlius 71 GCAGC(8/12) Promega

BsmaA | - Bacillus stearothermophilus A664 GTCTC(1/5) NE Biolabs
BsmB | - Bacllius stearothermophilus B61 CGTCTC(1/5) NE Biolabs
BsmF | - Bacillus stesrothermophilus F GGGAC(10/14) NE Biolabs

BspM | - Bacillus species M ACCTGC(4/8) NE Bialabs
Ear | - Enterobacter aerogenes CTCTTC(1/4) NE Blolabs
Fau | - Flavobacterium aquatile CCCGC(4/6) NE Biolabs
Fok | - Flavobacterium okeonokoites GGATG(9/13) NE Biolabs
Hga | - Haemophilus gallinarum GACGC(5/10) NE Biolabs
Ple | -Pseudomonas lemoignei GAGTC(4/5) NE Biolabs
Sap | - Saccharopolyspora species GCTCTTC(1/4) NE Biolabs

SfaN | - Streptococcus faecalis ND547 GCATC(5/9) NE Biolabs

Sth132 | -Streptococcus thermophilus CCCG(4/8) Sin proveedor

ST132 comercial
{Gen195:201-
206(1997))

[01186] En una incorporacién, un plantilla par tiene secuencia en la regioén 5' de
cada una de las plantillas que proveen un sitio de reconocimiento de la enzima
de restriccién que es (inico para una enzima de restriccion.

[0117] En otra incorporacién, una plantilla par tiene la secuencia en la region 5'
de cada una de las plantillas que proporcionan un sitio de restriccion que es
reconocido por mas de una enzima de restriccion, y sobre todo para mas de
una enzima de restriccion Tipo |IS. Por ejemplo, ciertas secuencias de
consenso pueden reconocerse por mas de una enzima. Por ejemplo, Bsgl,

Eco571 y Bpml todos reconocen el consenso $' (G/C)TgnAG 3' y escicién 16 bp
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Iejos en la cadena no codificante y 14 bp lejos en la cadena codificante. Una
plantila que proporciona tal secuencia de consenso produciria un producto
que tiene un sitio que puede raeconacerse por cualquiera de las enzimas de
restriccion Bsgl, Ec0571 y Bpmi.

[0118] Ofras enzimas de restriccién que fragmentan el ADN a una distancian
del sitio de reconocimiento, y producen un terminal receso 3' y una proyeccion
5' incluyen enzimas de restriccién Tipo Ill. Por ejemplo, la enzima de restriccién
EcoP15] reconoce la secuencia 5 CAGCAG 3' y escinde 25 bases
descendentes en la cadena codificante y 27 bases descendentes en la cadena
no codificante. Una persona de habilidad ordinaria en la técnica apreciara que
continuamente estan descubriéndose nuevas enzimas de rastriccién y pueden
adoptarse prontamente para el uso sujeto de la invencién.

[0119] En otra incorporacién, la segunda plantilla puede contener una porcién
de la secuencia de reconocimiento para una enzima de restriccion, en donde el
sitio del reconocimiento pleno para la enzima de restriccion se genera ante la
amplificacién de el templete ADN de manera que tal digestion con la enzima de
restriccion genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés. Por
ejemplo, el sitio de reconocimiento para BsmF | es §' GGGACN4y 3. La region
3' que recoce al templete ADN de la segunda plantilla puede terminar con los
nuciedtidos “GGG", los que no tienen que ser complementarios con el
templete ADN. Si la regién 3' de recocido es aproximadamente 10-20 bases,
aun cuando las Ultimas tres bases no recosan, el plantila se extendera vy,
generara un sitio BsmF 1.

Segunda plantilla: 5' GGAAATTCCATGATGCGTGGG (SEQ ID NO:3)

Plantilia ADN: 3' CCTTTAAOGTACTACOCANN2N>TG 5'
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5' OGAAATTCCATGATGCGT N1Nz2NaAC 3' ( SEQ ID NO:4)
[0120] La segunda plantilla puede disefiarse para recocer al templete ADN, en
donde las proximas dos bases del templete ADN son timidina y guanina, de tal
manera que una adenosina y citosina son incorporadas en el plantilla formando
un sitio de reconocimiento para BsmF |, 5' GGGACN4 3. La segunda plantilla
puede ser disefiada para recocer de tal manera que la digestién con BsmF |
genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés.
[0121] En otra incorporacién, la segunda plantilla puede contener un sitio de
reconocimiento entero o lleno para una enzima de restriccion o una porcién de
un sitio de reconocimiento que genera un sitio del reconocimiento plenc en la
amplificacién del templete ADN tal que esa digestibn con una enzima de
restriccién que fragmenta al sitio de reconocimiento genera una proyeccion §'
que contiene el sitio de interés. Por ejemplo, la enzima de restriccién BsaJ |
enlaza el siguiente sitio de reconocimiento: 5 C CN4sN2GG 3. La segunda
plantilla puede disefiarse de tal manera que la regién 3' de la plantilla termina
con "C.C." El SNP de interés se representa por "N¢", y la secuencia de la
plantilla descendente del SNP es "N-CC."
Segunda plantilla 5' GGAAATTCCATGATGCGTACC (SEQ ID NO:5)
Plantilla ADN 3' CCTTTAAGGTACTACGCATGGNN>CC 5'

5' GGAAATTCCATGATGCGTACCN1N2 GG 3'(SEQ ID NO:6)
[0122] Después de la digestion con BsaJ |, se generaria la proyeccion &' de la
secuencia siguiente:

5C &
3' GGN¢,N2C &'
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[0123] Si el nucledtido guanina no se reporta al sitio de interés, el terminal
receso 3’ puede rellenarse con citosina no marcada, la que es complementaria
con el primero nucledtido en la proyeccién. Después de remover el exceso de
citosina, pueden usarse los ddNTPs marcados para rellenar el préximo
nucledtido, NI que representa el sitio de interés. Alternativamente si se informa
que la guanina puede ser un nucledtido potencial al sitio de interés, pueden
usarse nucledtidos marcados para detectar un nucledtido 3' del sitio de interés.
Pueden usarse dCTP no marcados para "rellenar” seguido por un relleno con
un nucledtido marcado, diferente de citosina. La citosina se incorporara hasta
que alcance una base que no es complementaria. Si el sitio de interés
contuviera una guanina, se rellenaria con el dCTP que pemmitiria la
incorporacién del nucleétido marcado.

Sin embargo, si el sitioc de interés no contuviera una guanina, el nucledtido
marcado no serfa incorporado. Pueden usarse otras enzimas de restriccion
incl'uldas pero no limitadas a BssK | (5 CCNGG 3'), Dde I(5' C TNAG 3,
EcoN | (5' CCTNN NNNAGG 3') (SEQ ID NO:7), Fnu4H | (5' GC NGC 3') Hinfl
(5'G ANTC 3'), PfiIF | (5' GACN NNGTC 3'), Sau98 | (5'G GNCC 3'), Scrf (5’
CC NGG 3'), y Tth111 I(5' GACN NNGTC 3').

[0124] No es necesario que la regién 3' que recoce al templete ADN de la
segunda plantilia sea 100% complementaria al templete ADN. Por ejemplo, los
altimos 1,2, o 3 nucledtidos del terminal 3' de la segunda plantilla puede ser
desigual con el templete ADN. La regién de la plantilla que recoce al templete
ADN fijard como objetivo la plantilla, y le permitirA extenderse. Aun cuando, si

por ejemplo, los dos lltimos nucleétidos no son complementarios a el templete
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ADN, la plantilla se extenderad y generara un sitio de reconocimiento de la

enzima de restriccién.

Segunda plantilla: 5' GGAAATTCCATGATGCGTACC (SEQ ID NO:5)
Templete ADN: 3' CCTTTAAGGTACTACGCATNgNyN+NzCC 5'

5 GGAAATTCCATGATGCGTANzNuN1N2GG 3(SEQ ID
NO:8)
[0125] Después de la digestion con BsaJ |, se generaria una proyeccion §' de
la siguieﬁte secuencia:

5'C 3
3' GGNN2C &'

[0126] Si el nucledtido de citosina no es reportado al sitio de interés, la
proyeccién 5, puede rellenarse con la citosina no marcada. El exceso de
citosina puede enjuagarse, y llenarse con ddNTPs marcados. El primer
nucledtido incorporado (N1) corresponde al sitio de interés.
[0127] Altemativamente, es posible crear la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccibn usando la primera y segunda plantillas. El sitio de
reconocimiento para cualquier enzima de restriccidn puede generarse, con tal
que ol sitio de reconocimiento contenga al menos un nucleétido variable. Las
enzimas de restriccién que reconocen los sitios que contienen por lo menos un
nucledtido variable incluyen pero no se limitan a BssK | (5' CCNGG 3'), Dde |
(5'C TNAG 3'), Econ | (5'CCTNN NNNAGG3") (SEQ ID NO:7), FnudH |
(5'GC NGC 3'), Hinfl (5'G ANTC 3') PIF | (5' GACN NNGTC 3'), Sau96 | (5'
G GNCC 3'), SerF | (5 CC NGG 3'), y Tth111 I(5' GACN NNGTC 3'). En esta

incorporacién, la primera o segunda plantilla puede recocer mas cerca al sitio
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de interés o la primera o segunda plantilla puede recocer a una distancia igual
del sitio de interés. Las primeras y segundas plantillas pueden disefiarse para
contener desigualdades con el templete ADN en Ila regién 3, estas
desigualdades crean el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion. El
namero de desigualdades que pueden tolerarse en el terminal 3' depende de la
longitud de la plantilla, e incluye pero no se limita a 1,2, o mas de 2
desigualdades. Por ejemplo, si el sitio de interés es representado por Ny, una
primera plantilla puede disefiarse para ser complementaria al templete ADN,
presentado mas adelante como la regién "a". La regién 3' de la primera plantilla
termina con "CC" que no es complementario a el templete ADN. La segunda
plantila se disefia para ser complementaria al templete ADN que es
presentado mas adelante como la regién "b™. La regién 3' de la segunda

plantilla termina con "CC" que no es complementaria al templete ADN.

Primeraplantila 5_a CC

Templete ADN 3_a AAN¢NTT _ b 5

5_a TININAA_b 2

CC _b"_ %' Segunda Plantilla
[0128] Después de una vuelta de amplificacién se generarian los siguientes
productos:
5_a CCNNAA_b 3

§' _b' _CCNzN¢AA _a 3,

[0129] En el segundo ciclo, las plantillas pueden recocer a los templetes que se

generaron del primer ciclo de PCR:
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5 _a_ CCNiNAA _b &

ccC_b ¥

CC _a ¥

5 _ b CCNx2Ny,AA_a 3
[0130] Después del segundo ciclo de PCR, se generarian los siguientes
productos:
5 _a CCNNGG_b ¥
3 _a GGN{N.CC_b &

[0131] Se genera el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién para
BsaJ |, y después de la digestidbn con Bsal |, es generada una proyeccion &'
que contiene el sitio de interés. El sitio de interés puede detectarse como se
describe en detalle mas adelante. Altemnativamente, la regién 3' de la primera y
segunda plantillas pueden contener 1,2,3, 0 mas de 3 desigualdades, seguidas
por un nucleétido que es compleme_mtario al templete ADN. Por ejemplo, la
primera y segunda plantilas pueden usarse para crear un sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccién EcoN | la cual enlaza la siguiente
secuencia de ADN: 5' CCTNN NNNAGG 3'. Los dltimos nucledtidos de cada
plantilla serfan "CCTNs 0 CCTN4N2. " Los nucleétidos "CCT" no pueden ser o
no ser complementarios al templete ADN; sin en;bargo. N: y N2 son los
nucledtidos complementarios al templete ADN. Esto permite a las plantillas
recocer al templete ADN después de las potenciales desigualdades, las cuales
se usan para crear el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion.
[0132]) En otra incorporacién, un plantilla par tiene la secuencia en la regién &'

de cada una de las plantillas que proporcionan dos o méas sitios de restriccion

que son reconocidos por dos o mas enzimas de restriccion.
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[0133] En una incorporacién preferida, una plantil'la par tiene diferentes sitios
de reconocimiento de enzima de restriccion en las regiones 5' , sobre todo
terminales 5', de tal manera que se requiere una enzima de restriccion diferente
para separar cualquier secuencia no deseada. Por ejemplo, la primera plantilla
para el sitio de interés "A" puede contener una secuencia reconocida por una
enzima de restriccién "X, la cual puede ser cualquier tipo de enzima de
restriccion y la segunda plantilla para el sitio de interés “A," el cual recoce mas
cerca al sitio de interés, puede contener la secuencia para una enzima de
restriccion "Y," la cual es una enzima de restriccién Tipo 1IS que fragmenta "n"
nucledtidos y deja una proyeccion 5' y un receso 3'. La proyeccién 5 contiene
el sitio de interés. Después de enlazar el ADN amplificado a los pozos cubiertos
de estreptavidina, uno puede digerir con la enzima "Y," enjuagar, luego rellenar
con nuctedtidos marcados y enjuagar, y luego digerir con la enzima de
restriccion "X," la cual liberara el fragmento de ADN que contiene el sitio de
interés de la matriz sélida. El sitio de interés puede analizarse detectando el
nucleétido marcado que estaba “relleno” en el sitio de interés, por ejemplo el
sitio SNP.

[0134] En otra incorporacién, las segundas plantillas para los diferentes sitios
de interés que estan amplificAndose segtin la invencion, contienen la secuencia
de reconocimiento en las regiones 5' para la misma enzima de restriccion e
igualmente todas las primeras plantillas también contienen el mismo sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion, que es una enzima diferente de la
enzima que reconoce las segundas plantillas. La plantilla (o la plantilla hacia
adelante o inverso) que recoce més cerca al sitio de interés contiene un sitio de

reconocimiento para, por ejemplo, una enzima de restriccién Tipo lis.
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[0135] En otra incorporacidn, las segundas plantillas para los sitios muiltiples de
interés que estan amplificAndose segun la invencidn, contienen las secuencias
de reconocimiento de la enzima de restriccion en las regiones 5' para las
diferentes enzimas de restriccién.

[0136] En otra incorporacién, las primeras plantillas para los sitios multiples de
interés que estdn amplificAndose segun la invencién, contiene las secuencias
de reconocimiento de la enzima de restriccion en las regiones &' para las
diferentes enzimas de restriccion.

[0137] Las secuencias de enzima de restriccion mualtiples proporcionan una
oportunidad de influir en el orden en el cual sitios de interés agrupados son
liberados del apoyo sélido. Por ejemplo, si 50 sitios de interés son amplificados,
las primeras plantillas pueden tener una marcador al terminal &' con el fin para
ayL;dar en la purificacion y un sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion, y las segundas plantilas pueden contener un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccién tipo 11S. Por ejemplo, algunas
de las primeras plantillas pueden tener un sitio de reconocimiento de la enzima
de restriccién para EcoR [, otras primeras plantillas pueden tener un sitio de
reconocimiento para Pst |, y todavia otras primeras plantillas pueden tener un
sitio de reconocimiento para BamH |. Después de la amplificacién los sitios de
interés, pueden enlazarze en las primeras plantillas a un apoyo sélido con la
ayuda del marcador. Por realizar la digestion de restriccion una enzima de
restriccién a la vez, uno puede liberar los sitios amplificados de interés
consecutivamente. Si el primer digerido se ha realizado con EcoRl, los sitios
amplificados de interés con las primeras plantillas que contienen el sitio de

reconocimiento para EcoR | serén liberados y reunidos, mientras los otros sitios
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de interés pemmanecen ligados al apoyo sdlido. Los sitios amplificados de
interés, pueden liberarse selectivar_nente del apoyo sélido digiriendo con una
enzima de restriccion a la vez. El uso de sitios diferentes de reconocimiento de
la enzima de restriccion en las primeras plantillas permite un nimero mas
grande de sitios de interés, ser amplificados en un solo tubo de reaccién.
[0138] En una incorporacion preferida, cualquier region 5' del sitio de digestion
de la enzima de restriccién de cada plantilla, puede modificarse con un grupo
funcional que mantenga la manipulaciéon de fragmentos, proceso, identificacién,
y/o purificacion. Ejemplos de tales grupos funcionales, o marcadors, incluyen
pero no se limitan a biotina, los derivados de biotina, hidratos de carbono,
haptenos, tintes, moléculas radiactivas, anticuerpos, y fragmentos de
anticuerpos, peptides, y moléculas inmunogénicas.

[0138]. En otra incorporacién, el templete ADN puede reproducirse una vez, sin
ser amplificado mas alla de una sola ronda de repeticion. Esto es atil cuando
hay una cantidad grande de ADN disponible para el andlisis tal que un nimero
grande de copias de los sitios de interés ya estan presentes en la muestra, y no
86 necesitan copias posteriores. En esta incorporacion, las plantillas se disefian
preferentemente para contener una estructura "horquilla” en la regién 5, tal que
la secuencia dobla hacia atras y recoce a una secuencia interior a sl misma, de
una manera complementaria. Cuando el templete ADN sélo se reproduce una
vez, la secuencia de ADN que comprende el sitio de reconocimiento seria una
de cadena simple si no fuera por la estructura "horquilla.”

Sin embargo, en la presencia de la estructura horquilla, esa region es
efectivamente de doble cadena, proporcionando asi una substrata de cadena

doble para la actividad de las enzimas de restriccion.
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[0140] Hasta el punto que las condiciones de reaccién sean compatibles, todas
las plantillas pares pueden mezclarse juntas para analizar un sitio o sitios de
interés de ADN, para el uso en el método de la invencién. En una incorporacion
preferida todas las plantillas pares son mezclados con el templete ADN en un
solo vaso de reaccién. Tal vaso de reaccidn puede ser, por ejemplo, un tubo de
reaccién, o un plato de microtitulacion.

[0141] Alternativamente, para evitar la competencia por nucledtidos y para
minimizar plantillas dimeros y dificultades con las temperaturas de recocido
para las plantillas, cada sitio de interés o grupos pequefios de sitios de interés
pueden amplificarse separadamente en tubos de reaccién, , y posteriormente
agrupar los productos, si se desea. Por ejemplo, las reacciones separadas
pueden agruparse en un solo vaso de reaccién antes de la digestion con la
enzima de restriccién que genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de
interés o sitio de SNP y un receso 3'. Preferentemente, las plantillas de cada
plantila par estin provistas en cantidades equimolares. También,
especialmente, preferentemente, cada uno de las diferentes plantillas pares se
proporcionan en cantidades equimolares a los otros pares que se estan
utilizando.

[0142] En otra incorporacién, pueden usarse combinaciones de plantillas ﬁares
que permitan amplificacién eficaz de sus sitios respectivos de interés (vea por
ejemplo FIG. 2). Tales combinaciones pueden ser determinadas antes de
usarse en el método de la invencidon. Pueden usarse placas multi-paredes y
maquinas PCR para seleccionar plantillas pares que trabajen eficazmente entre
si. Por ejemplo, méquinas gradientes PCR, como la maquina PCR Eppendorf

Mastercycler® gradiente, puede usarse para seleccionar la temperatura de
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recocido Optima parma cada plantila par. Plantilas pares que tengan
propiedades similares pueden usarse juntas en un solo tubo de reaccién.
[0143] En otra incorporacién, un recipiente multi-muestra que incluye pero no
se limita a 96-0 mas pozos, puede usarse para amplificar un sitio de interés
simple con la misma plantilla par de mdiltiples muestras del templete ADN, con
condiciones 6ptimas de PCR para ese sitio de interés. Altemativamente, un
recipiente separado multi-muestras puede usarse para la amplificacién de cada
sitio de interés y para agrupar los productos para cada muestra del templete
ADN. Por ejemplo, gen A de 96 muestras diferentes de ADN pueden
amplificarse en un plato de microtitulacién 1, gen B de 96 muestras diferentes
de ADN pueden amplificarse en un plato de microtitulacion 2, etc., y luego los
productos de amplificacion pueden agruparse.

[0144] El resultado de amplificar sitios multiples de interés es una preparacion
que contiene productos representativos de PCR que tienen la secuencia de
cada sitio de interés. Por ejemplo, si el ADN de un soélo individuo se usa como
el templete ADN vy si cientos de sitios de interés relacionados con enfermedad,
se amplificaran del templete ADN, el ADN amplificado seria una mezcla de
pequefios productos de PCR de cada uno de los sitios de interés. Tal
preparacién podria analizarse més tarde a tiempo de determinar la secuencia
de cada sitio de interés o de solo algunos de sitios de interés. Adicionalments,
la preparacion podria guardarse de una manera que conserve el ADN y pueda
analizarse en cualquier momento, mas tarde. La informacién contenida en el
ADN amplificado puede ser revelada por cualquier método conveniente que

incluye pero no se limita a deteccion fluorescente, secuenciacién,
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electroféresis en gel, y espectrometria de masa (vea "Detection of Incorporated

Nucleotide” mas adelante).

Amplificacién de Sitios de Interés

[0145] El templete ADN puede amplificarse utilizando cualquier método
conveniente conocido en la técnica que incluye pero no se limita a PCR
(reaccion de cadena polimerasa), 3SR (reaccién de secuencia auto sostenida),
LCR (reacciébn de cadena ligasa), RACE-PCR (amplificacién rapida de
terminales de cDNA), PLCR (una combinacién de reaccibn de cadena
polimerasa y reaccién de cadena ligasa), Q-beta phage ampilificacion (Shah et
al., J. Medical Micro. 33: 143541 (1995)), SDA (amplificacion de
desplazamiento de cadenas), SOE-PCR (extensién de traslapo de empalme
PCR), y similares. Estos métodos pueden usarse para disefar las variaciones
de la reaccion de amplificacién ciclica de la plantilla liberable, mediadora,
descrita explicitamente en esta aplicacién. En la incorporacién més preferida,
se amplifica la plantilla ADN utilizando PCR (PCR: A Practical Approach, M. J.
McPherson, et al, IRL Press (1991); los Protocolos de PCR: Una Gula a
Métodos y Aplicaciones, Innis, et al.,, la Academia Press (1990); y PCR
Technology: Principals and Applications of ADN Amplification, H. A. Erlich,
Stockton Press (1988)). PCR también se describe en numerosas patentes U.S.,
incluso Pat. US.A. Nos. 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188;
4.889.818; 5.075.216; 5.079.352; 5.104.792, 5.023.171; 5.091.310; y
5.066.584.

{0146] Los componentes de una reaccion tipica de PCR incluyen pero no se

limitan a un templte ADN, las plantillas, un bafer de reaccion (dependiendo de
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la seleccion de polimerasa), dNTPs (el dATP, dTTP, dGTP, y dCTP) y una
polimerasa de ADN.

Las plantillas convenientes de PCR pueden diseflarse y pueden prapararse
como se planted anteriormente (vea el "Disefio del Plantilla” seccién anterior).
Brevemente, la reaccion se calienta a 95°C durante 2 minutos. para separar las
cadenas del templete ADN, la reaccién se refresca a una temperatura
apropiada (se determina calculando la temperatura del recocido de las plantillas
disefiados) para permitir a las plantillas recocer el templete ADN, y se calienta
a 72°C durante dos minutos para pemmitir la extension.

[0147] En una incorporacién preferida, la temperatura del recocido se aumenta
en cada uno de los primeros tres ciclos de amplificacién, para reducir la
amplificacién no-especifica. También vea Ejemplo 1, mas adelante. E! TMI del
primer ciclo de PCR: esta alrededor de la temperatura de fusién de la regién 3'
de la segunda plantila que recoce el templete ADN. La temperatura de
recocido puede elevarse en ciclos 2-10, preferentemente en ciclo 2, a TM2, que
ostd alrededor de la temperatura de fusién de la regibn 3’ que recoce al
templete ADN de la primera plantilla. Si la temperatura de recocido se aumenta
en el ciclo 2, dicha temperatura permanece casi la misma hasta el prédximo
aumento en la temperatura de recocido. Finalmente, para cualquier ciclo
subsiguiente al ciclo en que la temperatura del recocido se aumentd a TM2,
preferentemente el ciclo 3, la temperatura del recocido se eleva a TM3 que esté
alrededor de la temperatura de fusién de la segunda plantilla completa.
Después del tercer ciclo, la temperatura de recocido durante los ciclos
restantes puede ser alrededor de TM3 o puede aumentarse mas alla. En este

ejemplo, la temperatura del recocido se aumenta en los ciclos 2 y 3. Sin
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embargo, la temperatura del recocido puede aumentarse desde una
temperatura de recocido baja en el ciclo 1, hasta una temperatura alta de
racocido en el ciclo 2; sin ningdn aumento de temperatura o la temperatura de
recocido puede cambiar progresivamente desde una temperatura baja de
recocido hasta una temperatura alta de recocido, en cualquier cantidad de
pasos incrementales. Para el ejemplo, la temperatura de recocido puede
cambiarse en ciclos 2, 3, 4, 5, 6, etc.,

[0148] Después de recocer, se aumenta la temperatura por cada ciclo a una
temperatura de "extensién”, para permitir a las plantillas "extenderse® y
entonces a la extensién siguiente se aumenta la temperatura por cada ciclo a la
temperatura de desnaturalizacion. Para los productos PCR menores de 500
pares de base en tamaflo, uno puede eliminar el paso de extensiébn en cada
ciclo y simplemente puede tener los pasos de desnaturalizacién y recocido.
Una reaccién tipica de PCR consiste en 2545 ciclos de denaturalizacion,
recocido y extension, como se describié anteriormente. Sin embargo, como se
menciond previamente, alin un sblo un ciclo de amplificacion (una copia)
puede ser suficiente para practicar la invencion.

[0149] Puede usarse cualquier polimerasa de ADN que catalize la extensién de
la plantilla, incluida pero no limitada a polimerasa | de E.coli ADN, fragmento
Klenow de polimerasa E. coli ADN |, polimerasa T7 ADN, polimerasa T4 ADN,
polimerasa Taq, polimerasa Pfu ADN, polimerasa Vent ADN, bacteriofago 29, y
REDTaqTM Genomic polimerasa ADN, o sequenasa. Preferentemente, se usa
una polimerasa ADN térmicamente estable. Un "inicio caliente " de PCR,
también puede realizarse, en el cual la reaccion se calienta a 95°C durante dos

minutos antes de la adicién de polimerasa, o la polimerasa puede guardarse
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inactiva hasta el primer paso de calentamiento en el ciclo 1. El "inicio caliente "
de PCR puede usarse para minimizar la amplificacién no especifica. Cualquier
ntmero de ciclos de PCR puede usarse para amplificar el ADN, incluidos pero
limitados a 2,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, o 45 ciclos. En una incorporacion
preferida, el nimero de ciclos de PCR realizados, es tal que se produce una

cantidad equimolar de cada sitio de interés.

Purificacién del ADN Amplificado

[0150] La purificacién del ADN amplificado no es necesaria para practicar la
invencién. Sin embargo, en una incorporacién, si se prefiere la purificacion, el
terminal 5’ de la plantilla {primera o segunda plantilla) puede modificarse con
una marcador que facilita la purificacién de los productos de PCR. En una
incorporacién preferida, la primer plantilla se modifica con una marcador que
facilita purificacion de los productos de PCR. La modificacion es
preferentemente la misma para todas las plantillas, aunque pueden usarse
modificaciones diferentes si se desea separar los productos PCR en grupos
diferentes.

[0151] El marcador puede ser un radioisétopo, molécula reportera fluorescente,
molécula reportera quimiluminiscente, anticuerpo, fragmento de anticuerpo,
hapteno, biotina, derivado de biotina, fotobiotina, iminobiotina, digoxigenina,
avidina, enzima, acridinio, azicar, enzima, apoenzyma, oligonuciedtido
homopolimérico, hormona, mitad ferromagnetica, mitad paramagnética, mitad
diamagnética, mitad fosforescente, mitad luminiscente, mitad electro-quimica

luminscente, mitad cromatica, mitad que tiene una resonancia perceptible de
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giro de electrén, capacitancia eléctrica, constante dieléctrica o conductibilidad
eléctrica, o combinaciones de éllos.

[0152] En una incorporacion preferida, los terminales §' de las plantillas pueden
ser biotinlladas (Kandpal et al., Nucleic Acids Res. 18:1789-1795 (1990);
Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucleic Acids Res.
18:6163-6164 (1990)). La biotina proporciona una marcador de afinidad que
puede usarse para purificar el ADN copiado, del ADN genémico o de cualquier
otra molécula de ADN que no sea de interds. Las moléculas Biotiniladas
pueden purificarse usando una matriz cubierta de estreptavidina, como se ha
mostrado en la FIG. 1F, incluido pero no limitado a Streptawell, transparents,
placas High-Bind de Roche Molecular Biochemicals (catadlogo nimero 1 645
692, como aparece listado en Roche Molecular Biochemicals, 2001
Biochemicals Catalog).

[0153] El producto de PCR de cada sitio de interés se coloca en los pozos
soparados de una placa recublierta de estreptavidina. Altemativamente los
productos de los sitios de interés de PCR, pueden agruparse y colocarse
dentro de una matriz recubierta de estreptavidina, inclulda pero no limitada a
Streptawell, transparente, placas High Bind de Roche Molecular Biochemicals
(catalogo nimero 1 645 692, segln listado en Roche Molecular Biochemicals,
2001 Biochemicals Catalog).

[0154] El ADN amplificado también puede separarse de el templete ADN
utilizando los métodos de no-afinidad conocidos en la técnica; por ejemplo, por
electroféresis del gel poliacrilamido, utilizando los protocolos normales.

Digestién del ADN Amplificado
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[0155] El ADN amplificado puede digerirse con una enzima de restriccion que
reconoce una secuencia que se habla proporcionado en la primera o segunda
plantilla, utilizando los protocolos nommales conocidos dentro de la técnica
(FIGS. 6A-6D). La enzima utilizada depende del sitio de reconocimiento de
restriccion generado con la primera o segunda plantilla. Vea la seccion el
"Disefio de la Plantilla", para los detalles sobre sitios de reconocimiento de
restriccion generados en las plantillas.

[0158] Las enzimas de restriccion tipo 11S son sumamentse (tiles en cuanto que
éllas fragmentan aproximadamente 10-20 pares de base fuera del sitio de
reconocimiento. Preferentemente, las enzimas de restriccion Tipo IS usadas
son aquéllas que generan una proyeccién 5' y un terminal de receso 3', incluido
pero no limitado a BceA | y BsmF | (vea por ejemplo Tabla 1). En una
incorporacién preferencial, la segunda plantilla (0 delantero o marcha atrés)
que recoce cerca del sitio de interés, contiene una secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién para BsmF | o BeeA |. La enzima de
restriccién Tipo IS BsmF | reconoce la secuencia acido nucléica GGGAC, y
fragmenta 14 nucledtidos del sitio del reconocimiento sobre la cadena no
codificante (antisense) y 10 nucledtidos del sitio de reconocimiento sobre la
cadena codificante (sense). La digestion con BsmF | genera una proyecciéon 5'
de cuatro (4) bases.

[0157] Por ejemplo, si la segunda plantilla se disefia para que después de

la amplificacién el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion esté 13
bases del sitio de interds, entonces después de la digestién, el sitio de interés
es la primera base en la proyeccion 5° (leyendo 3' a §'), y el terminal de receso

3' estd una base ascendente del sitio de interés. El Terminal de receso 3'
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puede rellenarse con un nucledtido que es complementario al sitio de interés.
Una base de la proyeccién puede llenarse usando dideoxinucledtidos. Sin
embargo, 1,2,3, o todas las 4 bases de la proyeccién pueden ser llenadas
usando deoxinucledtidos © una mezcla de dideoxinucledtidos vy
deoxinucledtidos.

[0158] La enzima de restriccion BsmF | fragmenta el ADN diez (10) nuclettidos
del sitio de reconocimiento en la cadena codificante (sense) y catorce (14)
nucledtidos del sitio de reconocimiento en la cadena no codificante (antisense).
Sin embargo, en una secuencia dependiente del tipo, la enzima de restriccion
BsmF | también fragmenta once (11) nucleétidos del sitio de reconocimiento en
la cadena codificante y quince (15) nucleétidos del sitio de reconocimiento en la
cadena no codificante. Asi, existen dos poblaciones de moléculas de ADN
después de la digestion: Las moléculas de ADN fragmentadas a 10/14 y las
moléculas de ADN fragmentadas a 11/15. Si el sitio de reconocimiento para
BsmF | estd 13 bases del sitio de interés en el producto amplificado, entonces
las moléculas de ADN fragmentadas a la posicion 11/15 generardn una
proyeccion §' que contiene el sitio de interés en la segunda posicién de la
proyeccion (leyendo 3' a §'). El terminal de receso 3' de las moléculas de ADN
puede rellenarse con nucledtidos marcados. Por ejemplo, si se usan los
dideoxinucleétidos marcados, el terminal de receso 3' de las moléculas
fragmentado a 11/15 se rellenaria con una base la cual corresponde a la base
ascendente del sitio de interés y el terminal de receso 3' de corte de moléculas
a 10/14 se rellenaria con una base que comresponde al sitio de interés. Las
moléculas de ADN que han sido fragmentadas en la posicion 10/14 y las
moléculas de ADN que han sido fragmentadas en la posicién 11/15 pueden ser
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separadas por tamafio, y los nucleétidos incorporados detectados. Esto permite
la deteccion de ambos: el nucledtido antes del sitio de interés, la deteccién del
sitio, de interés, y potenciaimente los tres pares de bases después del sitio de
interés.

[0159] Altemativamente, si la base ascendente del sitio de interés y el sitio de
interés son nucledtidos diferentes, entonces el terminal recesado 3' de las
moléculas fragmentadas a 11/15 puede rellenarse con deoxinuclettido que es
complementario a la base ascendente. El deoxinucleédtido restante se lava, y el
sitio de interés puede ser llenado con cualquiera: deoxinucleétidos marcados,
deoxinucledtidos no marcados, dideoxinucleStidos marcados, ©
dideoxinucleétidos no marcados. Después de la reaccion de llenado, el
nucleétido puede ser detectado por cualquier método conveniente. Asl,
después de la primera reaccién del llienado con dNTP, el terminal recesado 3'
de las moléculas fragmentadas a 10/14 y 11/15 es ascendente del sitio de
interés. El terminal recesado 3' puede llenarse ahora en una base la cual
commesponde al sitio de interés, dos bases, tres bases o cuatro bases.

[0160] Altemativamente, si la base ascendente del sitio de interés y la base
descendente del sitio de interés se reporta ser lo mismo, el terminal recesado 3'
de las moléculas fragmentado a 11/15 puede rellenarse con el deoxnucledtido
no marcado, seguido por un relleno con el dideoxinucledtido marcado. Por
ejemplo, si el nucledtido ascendente del sitio de interés es una citosina, y una
citosina es un nucledtido potencial en el sitio de interés, y una adenosina es el
primer nucledtido 3' del sitio de interés, una reaccién de llenado puede
re:alizarse con el trifosfato de deoxiguanina no codificante (dGTP), seguido por

un llenado con el trifosfato de dideoxitimidina marcado. Si el sitio de interés
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contiene una citosina, los ddTTP se incorporarén y se detectaran. Sin embargo,
si ol sitio de interés no contiene una citosina, los dGTP no se incorporaran, lo
cual evita la incorporacién del ddTTP.

{0161] La enzima de restriccion BceA | reconoce la secuencia acido nucléica
ACGGC y fragmenta 12 (doce) nucleétidos del sitio de reconocimiento en la
cadena codificante (sense) y 14 (catorce) nucledtidos del sitio del
reconocimiento en la cadena no codificante (antisense). Si la distancia del sitio
del reconocimiento para BceA | en la segunda plantilla se disefié para estar
trece (13) bases del sitio de interés (vea las FIGS. 4A-4D), la digestién con
BceA | generaré una proyeccion 5' de dos bases, las que contienen el sitio de
interés y un receso 3' que es ascendente del sitio de interés. El sitio de interés
es el primer nucledtido en la proyaccién §' (leyendo 3' a 5).

[0162] La fragmentacién altemativa también se observa con la enzima de
restriccion BceA |, aunque a una mucho menor frecuencia que la observada
con BsmF |. La enzima de restricciébn BeeA | puede fragmentar trece (13)
nucledtidos del sitio de reconocimiento en la cadena codificante y quince (15)
nucledtidos del sitio de reconocimiento en la cadena no codificante. Asl, existen
dos poblaciones de moléculas de ADN: Las moléculas de ADN fragmentadas a
12/14 y las moléculas de ADN fragmentadas a 13/15. Si el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccion esta 13 bases del sitio de interés en
el producto amplificado, las moléculas de ADN fragmentadas en la posicion
13/15 producen una proyeccién de 5' que contiene el sitio de interés en la
segunda posicion de la proyeccion (leyendo 3' a 5'). Dideoxinucledtidos
marcados pueden usarse para rellenar el receso 3' de las moléculas de ADN.

Las moléculas de ADN fragmentadas a 13/15 tendrén la base ascendente del
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sitio de interés rellenado, y las moléculas de ADN fragmentadas a 12/14
tendran el sitio de interés llenado Las moléculas de ADN fragmentadas a 13/15
y aquéllas fragmentadas a 12/14 pueden separarse por el tamaflo, y los
nucledtidos incorporados detectados. Asl, el fragmentado alternativo se usa
para obtener informacién adicional de la secuencia.

[0163] Alternativamente, si las dos bases en la proyeccién 5' son diferentes, el
terminal de receso 3' de las moléculas de ADN que fueron fragmentadas en
13/15 puede rellenarse con el deoxinucledtido complementario a la primera
base en la proyeccidon, y el exceso deoxinucleétido lavado. Después de
rellenar, el terminal de receso 3' de las moléculas de ADN que fueron
fragmentadas en 12/14 y las moléculas de ADN que fueron fragmentadas en
13/15 son ascendentes del sitio de interés. El receso 3' puede llenarse con
cualquiera de los dideoxinucledtidos marcados, dideoxinucledtidos sin marcar,
deoxinucledtidos marcados, o deoxinucledtidos sin marcar.

[0164] Si las plantillas proporcionan sitios de restriccion diferentes para ciertos
sitios de interés que fueron copiados, todas las enzimas de restriccion
necesarias pueden sumarse para digerir simultineamente el ADN copiado.
Altemativaments, los diferentes digeridos de restricciébn pueden hacerse en la
secuencia, por ejemplo, usando una enzima de restriccion a la vez, para que

s6lo se digiera el producto que es especlfico para esa enzima de restriccion

Incorporacién de Nucleétidos Marcados
[0185] La digestién con la enzima de restriccion que reconoce la secuencia en
la segunda plantilla genera un receso 3' y una proyeccion 5' que contienen el

sitio de interés (FIG. 1G). Los recesos 3’ pueden llenarse usando la proyeccion
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5' como un templete en la presencia de nucledtidos marcados o no marcados o
una combinacién de ambos. Los nuc1edtidos pueden marcarse con cualquier
tipo de grupo quimico o mitad que permita deteccién, que incluye pero no se
limita a moléculas radiactivas, moléculas fluorescentes, anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo, haptenos, hidratos de carbono, biotina, los derivados
de biotina, mitades fosforescentes, mitades Iuminiscentes, mitades
electroquimiluminiscentes, mitades crométicas, y mitades que tienen una
resonancia perceptible de giro de electrdn, capacitancia eléctrica, constante
dieléctrica o conductibilidad eléctrica. Los nuclebtidos pueden marcarse con
uno o mas de un tipo de grupo ﬁulmioo o mitad. Cada nucledtido puede
marcarse con el mismo grupo quimico o mitad. Alternativamente, cada
nucledtido diferente puede marcarse con un grupo quimico diferente o mitad.
Los nuclettidos marcados pueden ser dNTPs, el ddNTPs, o una mezcla de
ambos dNTPs y ddNTPs. Los nucleétidos no marcados pueden ser dNTPs,
ddNTPs o una mezcla de dNTPs y ddNTPs.

[0168] Cualquier combinacién de nucledtidos puede usarse para incorporar
nucledtidos que incluyen pero no se limitan a deoxinucleétidos no marcados,
deoxinucledtidos marcados, dideoxinucledtidos no marcados,
dideoxinucleétidos marcados, una mezcla de deoxinucledtidos marcados y no
marcados, una mezcla de dideoxinucleétidos marcados y no marcados, una
mezcla de deoxinucleétidos marcados y dideoxinucleétidos marcados, una
mezcla de deoxinucledtidos marcados y dideoxinucleétidos no marcados, una
mezcla de deoxinucledtidos no marcados y dideoxinucledtidos no marcados,
una mezcla de deoxinuclestidos no marcados y dideoxinucleétidos marcados,

analogos del dideoxinucleétido, analogos del deoxinucleétido, una mezcla de
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analogos del dideoxinucledtido y anélogos del deoxinucledtido, anélogos del
nucledsido fosforilado, 2-deoxinuciedsido-5' trifosfatos y 2'-deoxinucledsido
trifosfatos modificados.

[0187] Por ejemplo, como se exhibe en la FIG. 1H, en la presencia de una
polimerasa, los recesos 3' puede llenarse con ddNTP fluorescente utilizando la
proyeccion 5' como un templete. Los ddNTP incorporados pueden detectarse
usando cualquier método conveniente que incluye pero no se limita a la
deteccion de fluorescencia.

[0168] Todos los cuatro nucledtidos pueden marcarse con grupos fluorescentes
diferentes lo que permitird realizar una reaccion en presencia de todos los
cuatro nucledtidos marcados Altemativamente, pueden realizarse cinco
reacciones separadas de “llenado” para cada sitio de interés; cada una de las
cuatro reacciones contendra un nucleétido marcado diferente {por ejemplo el
ddA TP *, ddTTP *, ddUTP *, ddGTP *, o ddCTP *, dénde * indica un nucleétido
marcado). Cada nucledtido puede marcarse con grupos quimicos diferentes o
con los mismos grupos quimicos. Los nucledtidos marcados pueden ser
dideoxinucleétidos o deoxinucleétidos.

[0169] En otra incorporacién, los nucledtidos pueden marcarse con tintes
fluorescentes que incluyen pero no se limitan a fluoresceina, pyrene, 7-
methoxicumarina, Cascade Blue.TM., Alexa Flur 350, Alexa Flur 430, Alexa
Flur 488, Alexa Flur 532, Alexa Flur 546, Alexa Flur 568, Alexa Flur 594, Alexa
Flur 633, Alexa Flur, 647, Alexa Flur 660, Alexa Flur 680, AMCA-X,
dialquilaminocumarina, Pacific Blue, Marina Blue, BODIPY 493/503, BODIPY
FI-X, DTAF, Oregon Green 500, Dansyl-X, 6-FAM, Oregon Green 488, Oreg6n

Green 514, Rhodamine Green-X, Rhodol Green, Calceina, Eosina, bromuro
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ethidium, NBD, TET, 2, 4', 5', 7" tetrabromosulfonefluoresciena, BODIPY-R6G,
BODIPY-FI BR2, BODIPY 530/550, HEX, BODIPY 558/568, BODIPY-TMR-X.,
PyMPO, BODIPY 564/570, TAMRA, BODIPY 576/589, Cy3, Rodamine Rojo-x,
BODIPY 581/591, carboxiXrhodamina, Texas Red-X, BODIPY-TR-X., Cy5,
SpectrumAqua, SpectrumGreen #1, SpectrumGreen #2, SpectrumOrange,
SpectmmRed, o nafthofluoresceina.

[0170] En otra incomporacién, la reaccion de “llenado” puede realizarse con los
dNTPs fluorescentemente marcados, en donde el nucledtido se marca con
diferentes grupos fluorescentes. Los nucleétidos incorporados pueden
detectarse por cualquier método conveniente que incluye pero no se limita al
Traslado de Energla Fluorescente de Resonancia (FRET).

[0171] En otra incorporacién, una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs no
marcados puede usarse para rellenar los receso 3' de la secuencia de ADN
que contiene el SNP o sitio de interés. Preferentemente, la proyecciéon 5'
consiste de méas de una base, incluyendo pero no limitado a 2, 3, 4, 5, 6 0 méas
de 6 bases. Por ejemplo, si la proyeccién 5' consiste en la secuencia "XGAA",
en donde X es el sitio de interés, por ejemplo SNP, entonces rellenando coﬁ
una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs no marcados, produciran
diferentes fragmentos ADN. Si un ddNTP marcado es incorporado en la
posicién "X", la reaccion terminara y una sola base marcada se incorporara. Sin
embargo, si un ANTP no marcado es incorporado, la polimerasa continta
incorporando otras bases hasta que un ddNTP marcado sea incorporado. Si los
dos primeros nucledtidos incorporados son dNTPs, y el tercero es un ddNTP,
los terminales de receso 3' se extenderan por tres bases. Este fragmento de

ADN puede separarse de los otros fragmentos de ADN que estaban extendidos
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por tamafio de 1, 2, 0 4 bases. Una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs no
marcados permitird rellenar todas las bases de la proyeccion, y proporciona
informacién adicional de la secuencia sobre el sitio de interés, por ejempia SNP
(vea las FIGS. 7E y 9D).

[0172] Después de la incorporacién del nucledtido marcado, el ADN
amplificado puede digerirse con una enzima de restriccion que reconoce la
secuencia proporcionada por la primera plantilla. Por ejemplo, en la FIG. 1l, el
ADN amplificado se digiere con una enzima de restriccion que enlaza a la
regién "a," lo cual libera el fragmenio de ADN que contiene el nucleétido
incorporado de la matriz estreptavidina.

[0173] Altemativamente, un plantilla de cada plantilla par para cada sitio de
interés puede adjuntarse a una matriz de apoyo sélida que incluye pero no se
limita a un pozo de una placa de microtitulacién. Por ejemplo, pueden_usarse
placas de microtitulacion cubiertas de estreptavidina para la reaccién de
amplificacién con una plantilla par, en donde una plantilla es biotiﬁilada
Primero, se ligan la plantillas biotiniladas a la placas de microtitulacién
cubiertas de estreptavidina. Luego, las placas se usan como el vaso de
reaccion para la amplificacién de PCR de los sitios de interés. Después que la
reaccion de amplificacién estd completa, las plantillas de exceso, las sales, y el
templete ADN pueden quitarse lavando. Los ADN amplificados permanecen
adjuntos a la placa de microtitulacion. EI ADN amplificado puede digerirse con
una enzima de restriccién que reconoce una secuencia en la segunda plantilla
y genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés. Los fragmentos
digeridos pueden quitarse lavando. Después de la digestidn, el sitio SNP o sitio

de interés es expuesto a la proyeccién 5. Los recesos 3° se llenan con un
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nucledtido marcado, incluldo pero no limitado a, ddNTP fluorescente en la
presencia de un polimerasa. El ADN marcado puede liberarse dentro del
sobrenadante en la placa de microtitulacibn mediante la digestion con una
enzima de restriccidn que reconoce una secuencia en la regién 5' de la primera

plantilla.

Anélisis del sitio de interés

[0174] Los sitios de interés marcados, pueden ser analizados mediante una
variedad de métodos que incluyen pero no pueden limitarse a deteccién de
fluorescencia, gel de secuenciacion ADN, electroféresis capilares en una
maquina de secuenciacion automatizada de ADN, electroféresis micro canal, y
otros métodos de secuenciacion, espectrometria de masa, tiempo de vuelo
espectrometria de masa, espectrometria de masa quadrupole, espectrometria
de masa sector magnética, espectrometrfa de masa sector eléctrico,
espectrometria infrarroja, espectrometria  ultravioleta, amperometria
palentiostdtica o por técnicas de hibridacion ADN que incluyen Absorcions
Southem, Slot Absorciéns, Dot Absorciéns, y microformaciones de ADN, en
donde los fragmentos de ADN serfan UGtiles tanto como “pruebas” y "objetivos®,
ELISA, fluorimetria, y Traslado de Energfa Fluorescencia Resonancia (FRET).
[0175] Los sitios de interés pueden analizarse usando electroféresis de gel
seguido por deteccion de fluorescencia del nucledtido incorporado. Otro
método para analizar o leer los sitios de interés es una placa lectora
fluorescente o fluorimetro, directamente sobre las placas de 96 pozos cubiertas
de estreptavidina. El placa puede colocarse sobre un placa lectora fluorescente

o un escéner como el Pharmacia 9200 Typhoon, para leer cada sitio de interés.
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[01786] Altemativamente, los productos de PCR de los sitios de interés, pueden
agruparse y después de “rellenado”, (FIG. 10) los productos pueden separarse
por tamafio, usando cualquier método apropiado para el mismo, y luego
analizarlo usando una variedad de técnicas que incluyen pero no se limitan a la
deteccion de fluorescencia, gel secuenciador de ADN, electrofdrasis capilar en
una maquina de secuenciacion automatizada ADN, electrofdresis microscopico,
otros métodos de sacuenciacion, técnicas de hibridacién ADN que incluyen los
Southemn Absorciéns, Slot Absorciéns, Dot Absorciéns, y microformaciones de
ADN, espectrometria de masa, tiempo de vuelo espectrometria de masa,
espectrometria de masan quadrupole, espectrometria de masa de sector
magnético, espectrometria de masa de sector eléctrico espectrometria
inframmoja, espectrometria ultravioleta, amperometria palentiostatica. Por
ejemplo, Ia electroféresis de gel poliacrilamide puede usarse para separar ADN
por tamafio y el gel puede examinarse para determinar el color de fluorescencia
en cada banda (usando por ejemplo maquina de secuenciacién ABI 377 ADN
o un Phamacia Typhoon 9200).

[0177] En otra incorporacién, puede usarse un nucledtido para determinar la
secuencia de mililtiples alelos de un gen. Un nucleétido que termine la reaccién
de alargamiento puede usarse para determinar la secuencia de multiples alelos
de un gen. En un alelo, el nucleétido terminandor es complementario al sitio de
interés en la proyeccién 5' de dicho alelo. El nucleétido es incorporado y
termina la reaccién. En un alelo diferente, el nucleétido terminante no es
complementario a el sitio de interés, lo que permite incorporar un nucleétido no-
terminado, al sitio de interés del alelo diferente. Sin embargo, el nucleétido

terminante es complementario a un nucledtido descendente del sitio de interés
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en la proyeccién 5° de dicho alelo diferente. La secuencia de los alelos puede
determinarse analizando los modelos de incorporacién del nucleétido
terminante. Los nucledtidos terminantes pueden ser marcados o no marcados.
[0178] En otra a incorporacién, el nucleétido de terminacion es un nucledtido
que termina o impide la reaccién de alargamiento, gue incluye pero no se limita
a un dideoxinucledtido, un derivado de dideoxinucledtido, un andlogo del
dideoxinucledtido, un homélogo del dideoxinucleétido, un dideoxinucledtido con
un grupo quimico de azufre, un deoxinucleétido, un derivado del
deoxinucledtido, un homélogo del deoxinucledtido, un andlogo del
deoxinucledtido, y un deoxynucledtido con un grupo quimico de azufre,
trifosfate arabinosido, un andlogo de trifosfate arabinosido, un homélogo de
trifosfato arabinosido, o un derivado del arabinosido.

[0179] En otra incorporacién, un nucledtido de terminacién marcado con una
marcador de una mitad generadora de sefial, incluido pero no limitado a un
tinte fluorescente, puede usarse para determinar la secuencia de alelos de un
sitio de interés. El uso de un solo nucledtido marcado con una mitad
generadora de sefial elimina cualquier clase de dificultades que pueden surgir
al usar diferentes mitades fluorescentes. Ademas, utilizando un nucleétido
marcado con una mitad generadora de sefial para determinar la secuencia de
los alelos de un sitio de interés, reduce el nimero de reacciones, y elimina los
emrores del uso de la pipeta.

[0180] Por ejemplo, si la segunda plantilla contiene el sitio de reconocimiento
de la enzima de restriccién para BsmFl, la digestion generara una proyeccion 5'
de 4 bases. La segunda plantilla puede disefiarse de tal modo que el sitio de

interés se localice en la primera posicién de la proyeccién. Una proyeccion
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representativa se describe mas adelante, dénde R representa el sitio de

interés:

5' CAC

3'GTG R T G G
Posicion de 1a proyeccién 1 2 3 4

[0181] Un nucledtido con una mitad generadora de sefial puede usarse para
determinar si el sitio variable es homdcigo o heterdcigo. Por ejemplo, si el sitio
variable es la adenina (A) o guanina (G), entonces pueden usarse o la adenina
o la guanina para determinar la secuencia de los alelos del sitio de interés, con
tal de que haya una adenina o una guanina en la proyeccién en la posicién 2,3,
o4.

[0182] Por ejemplo, si el nucledtido en posicion 2 de la proyeccién es timidina,
que es complementaria a la adenina, entonces el ddATP marcado puede
usarse; y dCTP, dGTP, y dTTP no marcados pueden usarse para determinar la
secuencia de los alelos del sitio de interés. E| ddATP puede marcarse con
cualquier mitad generadora de sefial que incluye pero no puede limitarse a un
tinte fluorescente. Si el templete ADN es el homdcigo para la adenina, entonces
el ddA TP * marcado se incorporard a la posicion 1 complementaria a la
proyeccion de los alelos, y ninguna incorporacién nucledtida se veré en la

posicién 2, 3 o 4 complementaria a la proyeccién.

Alelo 1 5' CCC A*
IGGG T T G G
Posicion de la Proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5'CCC A*
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IGGG T T G G

Posicién de la proyeccion 1 2 3

[0183] Se observara una sefial que corresponde a la incorporacién del ddA TP
marcado en la posicién 1 complementaria a la proyeccién, lo cual indica que el
individuo es homdécigo para adenina en gsta posicién. Este método de marcar
elimina cualquier dificultad que puede surgir de usar tintes distintos que tienen

coeficientes cuanticos diferentes.

Homdcigo Guanina:

[0184] Si el templete ADN es homdcigo para la guanina, entonces ningan
ddATP se incorporara a la posicion 1 complementaria a la proyeccién, pero ddA
TP se incorporara a la primera posicion disponible, que en este caso es Ia
posicion 2 complementaria a la proyeccién. Por ejemplo, si la segunda posicion

en la proyeccién corresponde a una timidina, entonces:

Alelo 1 5' CCC G A*
3 GGG C T G G

Pasicidn de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5'CCC G A*
3' GGG c T G G
Posicién de la proyeccion 1 2

[0185] Se observara una sefial que corresponde a la incorporacién de ddATP

en la posicidn 2 complementaria a la proyeccién, lo que indica que el individuo
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es homdcigo para la guanina. Las moléculas que estan llenas en la posicién 2
complementaria a la proyeccion, tendran un peso molecular diferente que las
moléculas llenas en la posicion 1 complementarias a la proyeccion.

[0186] Condicién de los Heterbeigos:

Alelo 1 5'CCC A*
3' GGG T T G G

Posicién de la proyeccién 1
Alelo 2 5 CCC G A"
3' GGG C G G
Posicion de la proyeccion 1 2

[0187] Se veran dos sefiales; la primera sefial cormasponde al ddATP fleno en
la posicibn uno complementaria a la proyeccibn y la segunda sefial
corresponde al ddATP lleno en la posicién 2 complementaria a la proyeccion.
Las dos sefiales pueden separarse con base en el peso molecular; alelo 1 y
alelo 2 estaran separados por un solo par de bases, lo que permite la deteccién
facil y la cuantificacion de sefiales. Las moléculas rellenas en la posicién uno
pueden ser distinguidas de las moléculas rellenas en la posicién dos, utilizando
cualquier método que discrimine con base en el paso molecular, que incluye
pero no se limita a electroféresis gel, electroféresis gel capilar, secuenciacién
de ADN, y espectrometria de masa. No es necesario que el nucledtido se
marque con un medio quimico; las moléculas de ADN correspondientes a

diferente alelos pueden separarse con base en el peso molecular.
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[0188] Sila posicién de la proyeccién 2 no es complementaria con la adenina,
es posible que las posiciones 3 o0 4 puedan ser complementarias con la misma.
Por ejemplo la posicion de la proyeccion 3 puede ser complementaria al
nucledtido de adenina, en tal caso que caso el ddATP marcado puede usarse
para determinar la secuencia de ambos alelos.
[0189] Homdbcigo para la adenina:
Alelo 1 5'CCC A*
3'GGG T G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3
Alelo 2 5 CCC A*
3' GGG T G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
[0190] Homécigo para la guanina:

Alelo 1 5'CCC G C A"

3' GGG C G T G
Posicién de la proyeccién 1 2
Alelo 2 5 CCC G C A*

3' GGG Cc G G
Posicién de la proyeccion 1 2 3

[0191] Heterdcigos:

Alelo 1 5'CCC A*

3'GGG T G T G
Posiclén de la proyeccion 1 2 3
Alelo 2 5'CCC G C A*

3' GGG C G T G

78



Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
[0192] Se observardn dos sefiales; la primera sefial corresponde al ddATP
rellenado en la posicién 1 complementaria a la proyeccién y la segunda sefal
comresponde al ddATP que rellené la posicibn 3 complementaria a la
proyeccion. Las dos sefiales pueden separarse con base en el peso molecular,
alelo 1 y alelo 2 se separardn por dos bases, que pueden detectarse usando
cualquier método que discrimine con base en el peso molecular.
[0193] Altemativamente, si las posiciones 2 y 3 no son complementarias a la
adenina (es decir, las posiciones 2 y 3 de la proyeccién corresponden a
guanina, citosina, o adenina) pero la posicion 4 es complementaria a la
adenina, el ddA TP marcado puede usarse para determinar la secuencia de
ambos alelos.
[0194] Homécigo para la adenina:

Alelo 1 5'CCC A"

3' GGG T G G T

Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

Alelo 2 5'CCC A*

3'GGG T G G T

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
[0195] Se observard una sefial que comesponde al peso molecular de las
moléculas rellenadas con ddATP en la posiciSn uno complementaria a la
proyeccién, lo cual indica que el individuo es homécigo para la adenina en el
sitio variable.
[0196] Homécigo para la guanina:

Alelo 1 5' CCC G C Cc A*
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T 123

3I'GGG C G G
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 §'CCC C C A*
GGG G G T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

[0197] Se vera una sefial que corresponde al peso molecular de moléculas
rellenadas en la posicién 4 complementaria a la proyeccién, lo que indica que el
individuo es homécigo para la guanina.
[0198] Heterbcigos:

Alelo 1 §5' CCC A*

3' GGG T G G T

Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5 CCC G C C A"

3' GGG c G G T

Posicion de la proyeccién 1 2 3 4

[0199] Se observaran dos signos, el primer signo comresponde al ddATP
rellenado en la posicibn uno complementaria a la proyeccién y el segundo
signo corresponde al ddATP que rellend la posicibn 4 complementaria a la
proyeccion. Los dos signos pueden separarse con base en el peso molecular;
alelo 1 y alelo 2 seréin separados por tres bases, lo que permite la deteccion y
cuantificacién de los signos. Las moléculas llenadas en la posicion 1 y aquéllas
llenadas en la posicién 4, pueden distinguirse con base en el peso molecular.

[0200] Como se discutié anteriorments, si el sitio variable contiene la adenina

o la guanina, cualquiera de las dos: la adenina o la guanina marcada, pueden
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usarse para determinar la secuencia de ambos alelos. Si las posiciones 2,3, 0 4

de la proyeccién no son complementarias a la adenina, pero una de las
posiciones es complementaria a una guanina, entonces pueden usarse los
ddGTP marcados para determinar si el templete ADN es homécigo o
heter6cigo para adenina o guanina. Por ejemplo, si la posicion 3 en la
proyeccién corresponde entonces a una citosina entonces se esperaran los
signos siguientes si el templete ADN es homdcigo para la guanina, para la
adenina; o heterécigo:
[0201] Homéceigo para la guanina:
Alelo 1 | 5'CCC G*
3' GGG Cc T cC T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
Alelo 2 5' CCC G*
3'GGG Cc T C T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
[0202] Se verd un signo que comresponde al peso molecular de moléculas
rellenadas con ddGTP en la posicién uno, complementaria a la proyeccion, lo
que indica que el individuo es homécigo para la guanina.

[0203] Homdcigo para la adenina:

Alelo 1 5' CCC A G*

3' GGG T T cC T

Posicién de la proyeccién 1 2 4
Alelo 2 5'CCC A A G*

3' GGG T T C T

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4
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[0204] Se vera un signo que comesponde al peso molecular de las moléculas
rellenadas en la posicion 3 complementaria a la proyeccion, lo que indica que el
individuo es homécigo para la adenina en el sitio variable.
[0205] Heter6cigos:
Alelo 1 5'CCC G*
3' GGG C C T
Posicién de la proyeccion 1 3 4

3 GGG

T
2
Alelo 2 5 CCC A A G*
T T C T
2

Posicion de la proyeccién 1 3 4

[0206] Se veran dos signos; el primer signo cormesponde al ddGTP rellenado
en la posicion uno complementaria a la proyeccién y el segundo signo
comresponde al ddGTP rellenado en la posicion 3 complementaria a la
proyeccion. Los dos signos pueden separarse con base en el peso molecular;
alelo 1 y alelo 2 serén separados por dos bases, lo que permite la deteccién
facil y la cuantificacién de los signos.

Algunos tipos de enzimas de restriccion 1IS también despliegan fragmentacion
alterna, como se discutié anteriormente. Por ejemplo, BsmFl fragmentara a
10/14 y 11/15 del sitio de reconocimiento. Sin embargo, los patrones de
fragmentacion no son mutuamente exclusivos; si el patrén de fragmentacién
11/15 es visto en una secuencia particular, el fragmento 10/14 también se ve.
Si la enzima de restriccibn BsmF | fragmenta a 10/14 del sitio de
reconocimiento, la proyeccién 5' serd Xi;Xz2X3X4. Si BsmF | fragmenta 11/15 del
sitio de reconocimiento, la proyeccitn 5' serd XpX1X2X3. Si la posicion X, de la

proyeccion es complementaria al nucleétido marcado, el nucledtido marcado se
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incorporard a la posicion X, y proporcionard un nivel adicional de
aseguramiento de la calidad. Esto proporciona informacion adicional de la
secuencia.

[0208] Por ejemplo, si el sitio variable es adenina o guanina, y la posicion 3 en
la proyeccion es complementaria a la adenina, el ddATP marcado puede
usarse para determinar el genotipo en el sitio variable. Si la posicion 0 de la
proyeccion 11/15 contiene el nucledtido complementario a la adenina, el ddATP

se rellenaré y se observara una sefial adicional.

[0209] Heterdcigos:
10/14 Alelo 1 5' CCA A*
3GGT T G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3
10/14 Alelo 2 5'CCA G C A*
3'GGT C G T G
Posicion de la proyeccion 1 2 3
11/15 Alelo 1 5' CC A"
3 GG T T G T
Posicion de la proyeccion 0 1 2 3
11/15 Alelo 2 5§ CC A*
3' GG T C G T
Proyeccién de la posicion 0 1 2 3
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[0210] Se observan tres signos; uno correspondiente al ddATP incorporado en
la posicién 0 complementaria a la proyeccion, otro correspondiente al ddATP
incorporado en la posicion 1 complementaria a la proyeccién, y otro
comrespondiente al ddATP incorporado en la posicién 3 complementaria a la
proyeccién. Las moléculas rellenadas en las posiciones 0, 1, y 3
complementarias a la proyeccion difieren en el peso molecular y pueden
separarse usando cualquier técnica que discrimine con base en el peso
molecular, que incluye pero no se limita a gel electrofdresis, y espectrometria
de masa.

[0211] Para cuantificar la proporcién de un alelo a otro o al determinar la
cantidad relativa de una secuencia mutante de ADN en presencia de una
secuencia de ADN tipo nativo, debe usarse un método exacto y de deteccion
muy sensible. La fragmentacién altemada desplegado por las enzimas de
restriccion tipo IS puede aumentar la dificutad para determinar las
proporciones de un alelo a otro, porque la enzima de restriccibn no puede
exhibir igualmente el patron de fragmentacién altemado (11/15) en los dos
alelos. Por ejemplo, el alelo 1 puede fragmentarse 10/14, el 80% del tiempo, y
11/15, el 20% del tiempo. Sin embargo, debido a que los dos alelos pueden
diferir en la secuencia, el alelo 2 puede fragmentarse a 10/14 el 90% del
tiempo, y 11/15 el 20% del tiempo.

[0212] Para propésitos de cuantificacion, el problema de fragmentacion
altemnada puede eliminarse cuando el nucleétido en posicién 0 de la proyeccion
no s complementario al nucledtido marcado. Por ejemplo, si el sitio variable
comresponde a adenina o guanina, y la posicion 3 de la proyeccion es

complementaria a la adenina (o sea: una timidina se localiza en la bosicion 3 de
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la proyeccion), pueden usarse los ddATP marcados para determinar el
genotipo del sitio variable. Si la posicién 0 de la proyeccién generada por las
propiedades fragmentantes 11/15, no es complementaria a la adenina, (es
decir: la posicion 0 de la proyeccién comesponde a guanina, citosina, o
adenina) ningina sefial adicional seré4 vista de las porciones que fueron
fragmentadas 11/15 del sitio de reconocimiento. La posicion 0 complementaria
a la proyeccion puede ser llenada con el nucleétido no marcado, eliminando
cualquier complejidad vista desde el patrén fragmentante alterno de las
enzimas de restriccién. Este procedimiento proporciona un método de alta
exactitud para cuantificar la proporcién de un sitio variable, que incluye pero no
se limita a una mutacién, o un solo polimorfismo de nucleétido.

[0213] Por ejemplo, si SNP X puede ser adenina o guanina, este método de
marcado permite la cuantificacién de alelos que corresponden a la adenina y
alelos que corresponden a la guanina, sin determinar si el enzima de restriccion
oexhibe alguna diferencia entre alelos con respecto a los patrones de
fragmentacién altemados.

[0214] Heterdcigos:

10/14 Alelo 1 5'CCG A"
3'GGC T G T G
Posicién de la proyeccién 1 2 3
10/14 Alelo 2 5'CCG G C A*
3'GGC C G T G
Posiciéon de la proyeccion 1 2 3 4

[0215] La proyeccién generada por las propiedades de fragmentacién altemada

de BsmF | se muestra enseguida:
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11/15 Alelo 1 5CC
3'GG cC T G T
Paosicion de la proyeccion 0 1 2 3
11/15 Alelo 2 5'CC
3 GG C C G T
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3
[0216] Después de rellenar con el ddATP marcado y dGTP, dCTP, Ditp no
marcados, se generarian las siguientes moléculas:
11/15 Alelo 1 5 CC G A
3' GG Cc
Pasicion de la proyeccioén 0 2
11/15 Alelo 2 5 CC G G C A*
3'GG C Cc G
Posicion de la 'proyaocién 0
[0217] Se observan dos signos; uno comespondiente a las moléculas llenas
con ddA TP en la posicién uno, complementaria a la proyeccion y otro signo
comespondiente a las moléculas llenas con ddATP en la posicion 3
complementaria a la proyaccién. La posicién 0 de la proyeccion 11/15 se llené
con nucledtido no marcado lo que elimina cualquier dificultad en la
cuantificacién de proporcion para el nucledtido en el sitio variable en alelo 1 y el
nucledtido en el sitio variable en alelo 2.
[0218] Puede usarse cualquier nucledtido incluso la adenina, derivados de
adenina, homélogos de adenina, guanina, derivados de guanina, homdlogos de
guanina, citosina, derivados de citosina, homdlogos de citosina, timidina,

derivados de timidina, homoélogos de timidina, o cualquier combinacién de
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adenina, derivados de adenina, homélogos de adenina, guanina, derivados
deguanina, homoélogos de guanina, citosina, derivados de citosina, homélogos
de citosina, timidina, derivados de timidina, u homélogos de timidina.

[0219] Los nucleétidos pueden marcarse con cualquier grupo quimico o medio,
incluyendo pero no limitando a las moléculas radiactivas, moléculas
fluorescentes, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, haptenos, hidratos de
carbono, biotina, derivados de biotina, mitades fosforescentes, mitades
luminiscentes, mitades electro-quimiluminiscentes, mitades cromaticas, y
mitades que tienen una resonancia perceptible de giro de electrén, capacitancia
eléctrica, constante dielétrica o conductibilidad eléctrica. Los nucleétidos
pueden marcarse con uno o0 mas de un tipo de grupos o mitades quimicas.
[0220] En otra incorporacion, pueden usarse los nucledtidos marcados y no
marcados.

Cualquier combinacibn de deoxinucleétidos y dideoxinucledtidos pueden
usarse incluyendo pero no limitando a dideoxinucledtidos y deoxinuclettidos
marcados; dideoxinucleétidos marcados y deoxinucledtidos no marcados;
dideoxinucledtidos no marcados y deoxinucledtidos no marcados; Yy
dideoxinucledtidos no marcados y deoxinucledtidos marcados.

[0221] En otra incorporacién, pueden usarse nucledtidos marcados con una
mitad quimica en la reaccibn de PCR. Nucledtidos no marcados se usan
entonces para llenar las proyecciones 5' generadas después de la digestion
con la enzima de restriccion. Puede usarse un nucledtido de terminacién, no
marcado, en presencia de nucleftidos no marcados para determinar la

secuencia de los alelos de un sitio de interés.
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[0222] Por ejemplo, si se utilizd el dTTP marcado en la reaccién de PCR, se

generaria la siguiente proyeccién 5' después de la digestién con BsmF I:

10/14 Alelo 1 5 CT'G A
3'GAC T G T G
Posicién de la proyeccién 1

10/14 Alelo 2 o' CcT G C A

3GAC C G T G
Posicién de la proyeccion 1 2 3

[0223] El ddATP, el dCTP, el dGTP, y los dTTP no marcados, pueden usarse
para llenar la proyeccién 5'. Se generaran dos signos; un signo comresponde a
las moléculas ADN rellenas con ddATP no marcado en Ila posicion 1
complementaria a la proyeccion y el segunda signo comesponde a moléculas
de ADN rellenadas con ddATP no marcado en la posicién 3 complementaria a
la proyeccion. Las moléculas de ADN pueden separarse con base en el peso
molecular y pueden detectarse por la fluorescencia del dTTP que fue
incorporado durante la reaccién PCR.

[0224] Los sitios ADN marcados de sitios de interés seleccionados pueden ser
analizados mediante una variedad de métodos que incluyen pero no pueden
limitarse a deteccibn de fluorescencia, gel secuenciacion de ADN,
electroféresis capilar en una maquina de secuenciacion de ADN automatizada,
electroféresis micro canal microscpico, y otros métodos de secuenciacion,
espectrometria de masa, espectrometrla de masa de tiempo de vuelo,

espectrometria de masa quadripolo, espectrometria de masa de sector
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magnético, espectrometria infrarroja de masa sector eléctrico, espectrometria
ultravioleta, amperometria palentiostética o por técnicas hibridacion ADN que
incluyen Absorciones Southemn, Absorciones Slot, Absorciones Dot, y
microformaciones de ADN, en donde los fragmentos de ADN serian (tiles tanto
como “pruebas” y "objetivos®, ELISA, fluorimetria, y Traslado de Energla
Fluorescencia Resonancia(FRET).

[0225] Este método de marcado es sumaments sensible y permite la deteccion
de alelos de un sitio de interés que estan en varias proporciones, que incluyen
pero no se limitan a 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6-1:10, 1:11-1:20, 1:21-1:30, 1:31-
1:40, 1:41-1:50, 1:51-1:60,1:61-1:70,1:71-1:80,1:81-1:90, 1:91:1:100, 1:101-
1:200, 1:250, 1:251-1:300,1:3.01-1:400,1:401-1:500, 1:501-1:600, 1:601-1:700,
1:701-1:800, 1:801-1:900, 1:901-1:1000, 1:1001-1:2000, 1:2001-1:3000,
1:3001-1:4000, 1:4001-1:5000,1:5001-1:6000, 1:6001-1:7000,1:7001-
1:8000,1:8001-1:9000, 1 :9001-1: 10.000; 1:10.001-1 :20.000, 1 :20.001: 1
:30.000, 1 :30.001-1 :40.000, 1 :40.001-1:50.000, y mayor de 1 :50000.

[0226] Por ejemplo, este método de marcado permite a un nucleétido marcado
con una mitad generadora de sefial, ser usado para determinar la secuencia de
alelos en un sitio de SNP, o detecta un alelo mutante entre una poblacién de
alelos normales, o detecta un alelo que codifica resistencia antibiética de una
célula bacteriana entre los alelos de bacterias sensibles a antibidticos, o
detecta un alelo de un virus resistente a la droga, entre alelos de un virus
sensible a la droga, o detecta un alelo de una cepa bacterial no patdgena entre
el alelos de una cepa bacterial patégena.

[0227]) Como se mostrd anteriormente, un solo nucleétido puede usarse para

determinar la secuencia de alelos en un sitio de particular de interés. Este
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método es especiaimente Gtil para determinar si un individuo es homécigo o
heterécigo para una mutacién particular o para determinar la secuencia de
alelos en un sitio particular SNP. Este método de rotular elimina cualquier error
causado por los coeficientes cuantitativos de los varios tintes. También permite
a la reaccion proceder en un solo vaso de reaccién que incluye pero no se
limita un pozo de una placa de microtitulacién, o a un solo tubo Eppendorf.
[0228] Este método de rotular es especialmente Util para el deteccidn de signos
genéticos miuiltiples en la misma muestra. Por ejemplo, este método es (til para
la deteccion de ADN fetal en la sangre, suero, o plasma, de una mujer
embarazada que contiene ambos: ADN matemal y ADN fetal. EI| ADN matemal
y fetal pueden estar presentes en la sangre, suero o plasma, en las
proporciones 97:3; sin embargo, el método antes descrito puede usarse para
detectar el ADN fetal. Este método de rotular puede usarse para detectar dos,
tres, o cuatro diferentes signos genéticos en la poblacidn de la muestra.

[0229] Este método de rotular es especialmente (til para el deteccién de un
alelo mutante que esta entre una poblacién grande de alelos de tipo nativo.
Ademas, este método de rotular permite la detecciébn de una sola célula

mutante en una poblacién grande de células de tipo nativo. Por ejemplo, este

método de marcado puede usarse para detectar una simple célula cancerosa -

entre una poblacién grande de células normales. Tipicamente, las células
cancerosas tienen mutaciones en la secuencia de ADN. La secuencia mutante
de ADN puede identificarse aun cuando haya amplios antecedentes de
secuencia ADN de tipo nativo. Este método de rotular puede usarse para

proteger, detectar, o diagnésticar cualquier tipo de cancer que incluye pero no
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se limita al colon, renal, pecho, seno, higado, rifién, cerebro, puimén, prostata,
y canceres de la sangre incluso la leucemia.

[0230] Este método de marcado también puede usarse para detectar los
organismos patdgenos, incluidos pero no limitados a bacterias, hongos,
viruses, protozoarios, y micobacteria. También puede usarse para diferenciar
entre cepas patdgenas de microorganismo y cepas de microorganismos no
patégenos, incluidos pero no limitados a bacterias, hongos, viruses,
protozoarios, y micobacteria.

[0231] Por ejemplo existen varias cepas de Escherichia coli, (E coll), y la
mayoria no son patégenas. Sin embargo, varias cepas, como la E. coli 0157 es
natégena. Existen diferencias genéticas entre las cepas de E. coli patégenas y
nd patégenas. El método de rotular descrito anteriormente puede usarse para
detectar microorganismos patdgenos en una poblacién grande de organismos
no patégenos, los que a veces son asociados con la flora normal de un
individuo.

[0232] En otra incorporacién, la secuencia del sitio de interés puede ser
determinada detectando la incorporacién de un nucleétido que esta 3' al sitio de
interés, donde dicho nucledtido es un nucleétido diferente de los posibles
nucledtidos en el sitio de interés. Esta incorporacion es especialmente Gtil para
el secuenciacién y deteccion de SNPs. La eficacia y tasa a la cual las
polimerasas de ADN incorporan los nucleétidos, varia para cada nucleétido.
[0233] Segln la informacién del Human Genome Proyect, 99% de todos los
SNPs son binarios. La secuencia del genoma humano puede usarse para
determinar el nucledtido que esta 3' al SNP de interés. Cuando el nucleétido

que estd 3' al sitio de SNP difiere del posible nucledtido al sitio de SNP, un
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nucledtido que es uno o mas que una base 3' al SNP, puede usarse para
determinar la identidad del SNP.

[0234] Por ejemplo, suponga que se debe determinar la identidad de SNP X en
el cromosoma 13. La secuencia del genoma humano indica que ese SNP X
puede ser adenosina o guanina y que un nucledtido 3' al sitio de interés es una
timidina. Una plantilla que contiene un sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion para BsmF | la cual esta disefiada para estar 13 bases del sitio de
interés después de la amplificacion, es utilizada para amplificar un fragmento
ADN que contiene la SNP X. La digestién con la enzima de restriccion BsmF |
genera una proyeccién 5' que contiene contiene el sitio de interés que o puede
ser o adenosina o0 guanina. Los productos de la digestion pueden dividirse en
dos reacciones de “llenado”: una contiene el dTTP, y la otra contiene el dCTP.
Si el sitio de interés es homdcigo para guanina, sdlo las moléculas de ADN que
fueron mezcladas con el dCTP se rellenaran. Si el sitio de interés es homdécigo
para la adenosina, sélo las moléculas de ADN que fueron mezcladas con el
dTTP se rellenaran. Si el sitio de interds es heterdcigo, las moléculas de ADN
que fueron mezcladas con el dCTP se rellenarédn, asl como también las
moléculas de ADN que fueron mezcladas con dTTP. Después de lavar para
quitar el ANTP excedente, las muestras se llenan con el ddATP marcado que
es complementario al nucleétido (timidina) ése es 3' al sitio de interés. Las
moléculas de ADN que fueron llenas mediante la reacciébn anterior, se
rellenaran con el ddA marcado TP. Si el individuo es homécigo para la
adenosina, las moléculas de ADN que fueron mezcladas con el dTTP, se
relienardn posteriormente con el ddATP marcado. Sin embargo, las moléculas

de ADN que fueron mezcladas con dCTP, no habrian incorporado ese
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nucledtido, y por consiguiente, no podrian incorporar el ddATP. La deteccién de
ddATP marcado sélo en las moléculas que fueron mezcladas con dTTP indica
que la identidad del nuciedtido en SNP X en el cromosoma 13, es adenosina.

[0235] En ofra incorporacién, el tamizado en grande escala puede ser
realizado para la presencia o ausencia de mutaciones de nucleétido simple. De
uno a decenas a centenares a miles de sitios de interés en un solo cromosoma
o en multiples cromosomas pueden ser amplificados con las plantillas como se
describié anteriormente en la seccién " Disefio de la Plantilla®. Las plantillas
pueden disefiarse para que cada uno de los sitios de interés amplificado sea de
un tamafio diferente (FIG. 2). Los sitios amplificados de interds que se
predicen, con base en las secuencias de tipo nativo publicadas, tienen el
mismo nucledtido en el sitioc de interés, pueden agruparse juntos, pueden
ligarse a un apoyo sdlido, incluso los pozos de un placa microtitulacién
cubiertos con estreptavidina, y pueden digerirse con la enzima de restriccion
que ligara el sitio de raconocimiento en la segunda plantila. Después de la
digestion, el recesado 3' puede rellenarse con una mezcla de ddATP, ddTTP,
ddGTP, ddCTP, marcados, donde cada nuclettido se rofula .con un grupo
diferente. Después de lavar para quitar el exceso nucleétido, pueden
detectarse los espectros de fluorescencia usando una placa lectora o
fluorimetro, directamente en las placas recubiertas de estreptavidina. Si todos
los 50 sitios de interés contienen el nucledtido de! tipo nativo, solamente se
observaran los espectros de fluorescencia. Sin embargo, si uno o mas de uno
de los 50 sitios de interés contienen una mutacién, se incorporara un nucleétido
diferente y se vera otro patrén(es) de fluorescencia. Los nucledtidos pueden

liberarse de la matriz sélida, y analizarse en un gel de secuenciacién para
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determinar los sitios de interés que contenlan las mutaciones. Como cada uno
de los 50 sitios de interéds es de diferente tamarfio, ellos se separaran en un gel
de secuenciacion.

[0236] Los sitios maltiples de interés pueden ser de una muestra de ADN de un
individuo representando mdltiples sitios de interés en un solo cromosoma,
multiples cromosomas, multiples genes, un solo gen, o cualquier combinacién
de éllos. Los sitios miltiples de interés también pueden representar el mismo
sitio de interés pero de miiltiples individuos. Por ejemplo, 50 muestras de ADN
de 50 individuos diferentes pueden agruparse y pueden analizarse para
determinar un nucleétido particular de interés en el gen "X."

[0237] Cuando la data humana estd analizindose, la secuencia conocida
puede ser una secuencia especlfica que ha sido determinada de un individuo
(incluso por ejemplo el individuo cuyo ADN esta analizdndose actualmente), o
puede ser una secuencia de concenso como aquella publicada como parte del

genoma humano.

Kits (Equipos)

[0238] Los métodos de la invencidn son mas convenientemente practicados
mediante el suministro de reactivos usados en los métodos en forma de Kits.
Un kit contiene uno o preferentemente, més de los componentes siguientes:
instrucciones escritas para el uso del kit, bifers apropiados, sales, detergentes
de extraccion ADN, plantillas, nucledtidos, nucleétidos marcados, materiales
de modificaciéon del terminal 5', y si se desea, agua de la pureza apropiada
confinada en recipientes o paquetes separados; tales componentes le

permiten al usuario del kit extraer la muestra acido nucléica apropiada, y
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analizar la mismo segin los métodos de la invencion. Los plantillas que se
proporcionan con el equipo variaran, dependiendo del propdsito del kit y el ADN
que se requiere ser probado usando el kit. En las incorporaciones preferidas los
kits contienen un plantila que permite la generacibn de un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion de tal manera que esa
digestion con la enzima procrea en el fragmento de ADN generado durante el
método de secuenciacion, una proyeccion §° que contiene el sitio de interés.

[0239] También puede disefiarse un kit para detectar un polimorfismo sencillo
de nucledtido o una variedad, sobre todo aquélios asociados con una condicién
no deseada o una enfermedad. Por ejemplo, un equipo puede comprender,
entre otros componentes, un juego o juegos de plantillas para amplificar uno o
mas sitios de interés asociados con el cancer del pecho. Otro equipo puede
comprender, entre otros componentes, un juego o juegos de plantillas para
genes asociados con una predisposicion para desarrollar el tipo de diabetes | o
diabetes Il. Ain mas, otro equipo puede comprender, entre otros componentes,
un juego o juegos de plantillas para genes asociados con una predisposicion
para desarrollar enfermedades cardiacas. Se proporcionan detalles de

utilidades para los tales equipos en la seccién de "Utilidades™ mas adelante.

Utilidades

[0240] Los métodos de la invencién pueden usarse siempre que se desee
conocer la secuencia de cierto acido nucléico, sitio de interés o sitios de interés
de éste. El método de la invencién es especialmente Gtil cuando se aplica al
ADN gendémico. Cuando el ADN de un sitio o sitios de interés organismo-

especifico o de especie-especifica se amplifica, el método de la invencién
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puede usarse en el proceso de genotipo para la identificacién de la fuente del
ADN, y asl confirma o proporciona la identidad del organismo o especie de la
cual se deriva la muesira de ADN. El organismo puede ser cualquier acido
nucléico que contenga el organismo, por ejemplo, virus, bacteria, levadura,
planta, animal o humano.

'[0241] Dentro de cualquier poblacién de organismos, el método de la invencion
es Util para identificar las diferencias entre la secuencia de la muestra del acido
nucléico y aquella de un acido nucléico conocido. Por ejemplo, tales diferencias
pueden incluir variaciones del alélico, mutaciones, polimorfismos y
especialmente polimorfismos de nucledtidos sencillos.

[0242] En una incorporacién preferida, el método de la invencién proporciona
un método para la identificacién de polimorfismos de nucledtidos sencillos.
[0243] En una incorporacion preferida, el método de la invencién proporciona
un método para identificacién de la presencia de una enfermedad, sobre todo
una enfermedad genética que surge como resultado de la presencia de una
secuencia gendmica, u otra condicién biolégica que se desea identificar en un
individuo para lo cual se desea ;';:onocer la condicién. Puede usarse la
identificacién de tal secuencia en el sujeto con base en la presencia de tal
secuencia gendmica, por ejemplo, para determinar si el sujeto es un portador o
para evaluar si el sujeto estd predispuesto a desarrollar un cierto rasgo
genético, condicién o enfermedad. El método de la invencién es especialmente
atil en la comprobacion genética prenatal de padres e hijo. Ejemplos de
algunas de las enfermedades que pueden diagnosticarse mediante esta

invencién, se listan en la Tabila Il.
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Cuadro |l

Acondroplasia

Adrenoleucodistrofia, X-enlace

Agamaglobulinemia, X-enlace

Sindrome de Alagille

Alfa-Talasemia X-enlace Sindrome de Retraso Mental

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Alzheimer, Temprano-Comienzo Familiar

Esclerosis Amlotréfica Lateral Apreciacion global

Sindrome de Insensibilidad Andrégena

Sindrome de Angelman

Apreciacién global de la Ataxia, Hereditaria

Ataxia Telangiectasia

Distrofia Muscular Becker (también Las Distrofinopatias)

Sindrome de Backwith-Wiedemann

Beta-Talasemia

Deficiencla de Blotinidasa

Sindrome Branquiootorenal

Céancer Seno/Ovario Hereditario BRCA1 y BRCA2

Céancer Mamario

CADASIL

Enfermedad de Canavan

Céncer

Charcot-Marie-Tooth Neuropatia Hereditaria

Charcot-Marie-Tooth Neuropatia Tipo 1

Charcot-Marie-Tooth Neuropatia Tipo 2

Charcot-Marie-Tooth Neuropatia Tipo 4
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Charcot-Marie-Tooth Neuropatia Tipo X

Sindrome de Cockayne

Céncer del Colon

Aracnodactilia Contractural, Congénita

Sindromes de Craniosindstosis (FGFR-relacionado)

Fibrosis Quistica

Cistinosis

Sordera y Pérdida Auditiva Hereditarla

DRPLA (AtroplA Dentatorubral-Pallidoluysian)

Sindrome de DiGeorge (también 22qll Sindrome Deletion)

Cardiomiopatia dilatada, X-enlace

Sindrome de Down (Trisomy 21)

Distrofia Muscular Duchenne (también Las Distrofinopatias)

Distonia, InicioTemprano Primario (DYT1)

Distrofinopatias

Sindrome Ehlers-Danlos, Forma Cifoscolibtica

Sindrome de Ehlers-Danlos, Tipo Vascular

Epidermdlisis Bullosa Simplex

Exostosis, Mditiple Hereditaria

Distrofia Muscular Facioscapulohumeral

Trombofilla Factor V Leiden

Pollposis Adenomatosa familliar (F AP)

Fiebre Mediterranea Familiar

Sindrome fragil X

Ataxia de Friedreich

Demencia Frontotemporal con Parkinsonismo-17

Galactosemia
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Enfermedad de Gaucher

Hemocromatosis, Hereditaria,

Hemofilia A

Hemofilia B

Telangiectasia Hemorragica, Hereditaria

Pérdida Auditiva y Sordera, No sindrémica, DFNA3 (Connexin 26)

Pérdida Auditiva y Sordera, No sindrémica, DFNB 1 (Connexin 26)

Paraple]la Espastica hereditaria

Sindrome de Hermansky-Pudlak

Deficiencia Hexosaminidasa A (también Tay-Sachs)

Enfermedad de Huntington

Hipocondroplasia

Ictiésis, Congénita, Recesiva Autosomal

Incontinencia Pigmenti

Enfermedad de Kennedy (también Atrofia Espinal y Bulbar Muscular)

Enfermedad de Krabbe

Neuropatia Opticao Leber Hereditaria

Sindrome de Lesch-Nvhan

Leucemias

Sindrome de Li-Fraumeni

Distrofia Muscular Limb-Girdle

Deficiencia de Lipoprotelna Lipasa, Famillar

Lisencefalia

Sindrome de Marfan

MELAS (Mitocondrial Encefalomlopatia, Acidosis Lactica, y episodios como de ataque)

Monosomias

Neoplasia Endocrina Mditiple Tipo 2
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Exostosls Maltiple, Hereditaria

Dystropia Muscular, Congénita

Distrofia Miotdnica

Diabetes Nefrogénica Insipidus

Neurofibromatosis 1

Neurofibromatosis 2

Neuropatia con Propensién a Paralisis de Prasion, Hereditaria

Enfermedad de Niemann-Plck Tipo C

Sindrome de Rotura Nijmegen

Enfermedad de Norrie

Albinismo OculocutaneoTipo 1

Distrofia Muscular Oculofaringea

Céancer ovérico

Sindrome de Pallister-Hall

Enfermedad de Parkinson Juvenil Tipo Parkin

Enfermedad de Pelizasus- Merzbacher

Sindrome de Pendred

Sindrome de Peutz-Jeghers

Deficiencia Fenilalanina Hidroxilasa

Sindrome de Willi- Prader

PROP 1 Relacionada con la Deficiencia Combinada de la Hormona Pituitaria (CPHD)

Cancer de la préstata

Retinitis Pigmentosa

Retinoblastoma

Sindrome de Rothmund -Thomson

Sindrome de Smith-Lemli-Opitz
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Paraplejia Espéstica, Hereditaria

Atrofia Muscular Espinal y Bulbar (tamblén Enfermedad Kennedy)

Atrofia Muscular Espinal

Ataxia de Espinocerebelar Tipo 1

Ataxia Epinocerebelar Tlpo 2

Ataxia Epinocerebelar Tipo 3

Ataxia Espinocerebelar Tipo 6

Ataxia Espinocerebelar Tipo 7

Sindrome de Stickler (Artroofthalmopatia Hereditaria)

Tay-Sachs (también Gangliosidosis GM2)

Trisomias

Complejo de Esclerosis Tuberosa

Sindrome de Usher Tipo |

Sindrome de usher Tipo Il

Sindrome Velocardiofacial (también Sindrome de Deletion 22q 11)

Sindrome de Hippel-Lindau

Sindrome de Williams

Enfermedad de Wilson

Adrenoleucodistropla X-enlace

Agamaglobulinemia X-enlace

Cardiomiopatla Dilatada X-enlace (también las Distrofinopatlas)

Sindrome de Retraso Mental Facles Hipotonica X-enlace

[0244] E! método de la invencién es Gtil para clasificar a un individuo en
multiples sitios de interés, tanto como los diez, cien, o incluso los miles de sitios
de interds asociados con un rasgo genético o enfermedad genética, mediante

la secuenciacién de los sitios de interés que estdn asociado con el rasgo o
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estado de la enfermedad, sobre todo aquellas mas frecuentemente asociadas
con tal rasgo o condicién. La invencién es dtil para analizar un conjunto
particular de enfermedades que incluyen pero no se limitan a enfermedades
del corazén, el céancer, los desbrdenes endocrinos, los desdrdenes
inmunolégicos, los des6rdenes neurolégicos, los desérdenes musculo-
esqueletales, los desérdenes oftalmolégicos, las anomalidades genéticas, las
tisomias, monosomias, transversiones, translocaciones, desérdenes
superficiales, y las enfermedades familiares.

[0245] El método de la invencion puede usarse para el proceso de genotipo de
los microorganismos, para identificar rapidamente la presencia de un
microorganismo especifico en una substancia, por ejemplo, una substancia
alimenticia. A ese respecto, el método de la invencién proporciona una manera
rapida de analizar alimentos, liqguidos o muestras del aire, para la presencia de
contaminacion biolégica indeseable, por ejemplo, microbiologica, desechos de
material fungal o animal. La invencién es Gtil para detectar una variedad de
organismos, incluyendo pero no limitando a bacterias, viruses, hongos,
protozoarios, mohos, levaduras, plantas, animales, y archaebacteria. La
invencion es Util para detectar organismos coleccionados de una variedad de
fuentes que incluyen pero no se limitan al agua, el aire, hoteles, salones de
conferencias, piscinas, bafios, aviones, naves espaciales, trenes, autoblses,
automoviles, oficinas, casas, negocios, iglesias, parques, playas, gimnasios,
parques de diversién, teatros, y cualquier otra instalacion que sea un sitio

puablico de reunién.
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[0246] El método de la invencién se puede utilizar para probar la presencia de
muchos tipos de bacterias o viruses en los cultivos de sangres humana o en
muestras de sangre animal.

[0247] El método de la invencidon también puede usarse para confirmar o
identificar la presencia de una cepa deseada o indeseada de levadura, o ciertos
rasgos de élla, en la fermentacién de productos, por ejemplo vino, cerveza, y
otros alcoholes o para identificar la ausencia de éllos.

[0248] El método de la invencién también puede usarse para confirmar o para
identificar la relacién de un ADN de secuencia desconocida con un ADN de
origen o secuencia conocida, por ejemplo, para el uso en criminologia, en la
ciencia forense, en pruebas de patemidad o matemidad, en el andlisis
arqueolégico, y similares.

[0249] El método la invencién también puede usarse para determinar los
genotipos de plantas, arboles y arbustos, plantas hibridas, arboles y arbustos,
incluso plantas, arboles y arbustos que producen frutas y verduras y otras
cosechas, incluyendo pero no limitados al trigo, cebada, malz, tabaco, alfalfa,
manzanas, albaricoques, platanos, naranjas, peras, nectarinas, higos, datiles,
pasas, ciruelas, melocotones, albaricoques, los ardndanos, fresas, arandanos
agrios, bayas, cerezas, kiwis, limas, limones, melones, pifias, platanos,
guayabas, ciruelas, fruta de pasién, mandarinas, toronjas, uvas, sandlas,
melones, melones honeydew, granadas, ciruela, nueces, alcachofas, brotes del
frijol, remolachas, cardo, chayote, endibia, puerros, quingombé, cebollas
verdes, cebollines, chalotes, chirivias, batatas, fiames, espamragos, aguacates,

colinabo, rutabaga, berenjena, calabaza, nabos, calabazas, tomates, patatas,
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pepinos, zanahorias, berza, apio, brécoli, coliflor, rAbanos, pimientas, espinaca,
champifiones, calabacin, cebollas, guisantes, frijoles, y otras legumbres.

[0250] Sobre todo, el método de la invencion es (til para clasificar una
mezcla de muestras de Acido nucléico que contiene muchos sitios
diferentes de interés y/o una mezcla de muestras 4cido nucléicas de
fuentes diferentes que seran analizadas para un sitio de interés. Ejemplos
de clasificacién en gran escala incluyen la toma de pruebas de éacido
nucléico de las manadas de animales de las fincas, o cosechas de plantas
de alimento como por ejemplo, maiz o trigo, agrupando los mismos, y luego
mds tarde analizando las muestras agrupadas para la presencia de un
marcador genético no deseado, con muestras individuales que sélo se
analizan en una fecha posterior si el muestra agrupada indica la presencia
de tal secuencia genética indeseable. Un ejemplo de una secuencia
genética indeseable seria el deteccion de una secuencia del acido nucleica
viral o bacteriana en las muestras acido nucléicas tomadas de animales de
la finca, por ejemplo, micobacteria o pezufia y secuencias de virus de
enfermedades orales o patégenos fungales o bacteriales de las plantas.
[0251] Otro ejemplo dénde la agrupacion de &cido nucléico puede usarse es
para probar la presencia de un patégeno o mutacién del gen en las muestras
de uno o mas tejidos de un sujeto animal o humano, vivo 0 muerto, sobre todo
un sujeto que pueda estar en la necesidad de tratamiento, si el patdégeno o la
mutacién se descubre. Por ejemplo, pueden tomarse numerosas muestras de
un sujeto animal 0 humano para ser tamizadas para identificar la presencia de
un patégeno o una mutacién genética indeseable, los sitios de interés de cada

muestra bioloégica amplificada individualmente, y luego las muestras del ADN

104

o



amplificado combinado para la digestidn de restriccién, “rellenado”, y deteccion.
Esto serfa Gtil como tamizado inicial para el ensayo de la presencia o ausencia
de sucesiones acido nucléicas que serian el diagndstico de la presencia de un
patdgeno o mutacién. Entonces, si la secuencia écido nucléica no deseada del
patbgeno o mutacién fue detectada, las muestras individuales podrian
analizarse separadamente para determinar la distribucion de la secuencia. Tal
andlisis es econdmico sobre todo cuando hay grandes cantidades de muestras
para ser ensayadas. Las muestras de patdgenos incluyen 1a micobacteria,
sobre todo aquellas que causan tuberculésis o paratuberculésis, bacterias,
especialmente los patdgenos bacterianos usados en la guerra biolGgica,
incluyendo el bacilo antracis, y las bacterias virulentas capaces de causar
envenenamiento a los alimentos, viruses, sobre todo el virus de la gripa y del
SIDA, y mutaciones conocidas por estar asociadas con células malignas. Tal
analisis también serla ventajoso para la tamizacién de bacterias patégenas, en
gran escala de productos alimenticios

[0252] Reclprocamente, el método de ia invencién puede usarse para detectar
la presencia y distribucién de una secuencia genética deseada en varias
localizaciones en una planta, animal o humano, o en una poblacién de sujetos,
por ejemplo tamizando una muestra combinada seguido por tamizado de
muestras individuales, segun se necesite.

[0253] El método de la invencidn es (til para analizar variaciones genéticas de
un individuo que tenga un efecto en el metabolismo de los medicamentos,
interacciones de medicamentos, y la sensibilidad a un medicamento o a
maltiples medicamentos. El método de la invencién es especialmente Gtil en

farmacogenémica.
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[0254] Habiendo hasta ahora descrito generalmente la invencién, la misma se
entendera mejor por la referencia a ciertos ejemplos especificos los cuales se
incluyen en el presente documento con fines de ilustracion solamente y no se
intenta ser limitantes, a menos que se especifique de otra manera.

EJEMPLOS
[0255] Los ejemplos siguientes sélo son ilustrativos y no se intenta limitar el
alcance de la invencion segun lo definido en la reivindicacién.

EJEMPLO 1
[0256] Secuencias de ADN fueron amplificadas por PCR, en donde el paso de
recocido en el ciclo 1 se realizé6 a una temperatura especifica, y luego se
aumentd en el ciclo 2, y posteriormente se aumenté en el ciclo 3 con el
propésito de reducir la amplificacién no especifica. El TMI del ciclo 1 de PCR
fue determinado calculando la temperatura de fusién de la regién 3' que recoce
a el templete ADN de la segunda plantilla. Por ejemplo, en [a FIG. 1B el TMI
puede estar alrededor de la temperatura de fusibn de la regiébn "c." La
temperatura de recocido se aumentd en el ciclo 2, a TM2, lo cual estaba
cercano a la temperatura de fusion de la regién 3' que recoce al templete ADN
de la primera plantilla. Por ejemplo, en la FIG. 1C, la temperatura de recocido
(TM2) corresponde a la temperatura de fusion de la regién "b " *. En el ciclo 3,
la temperatura de recocido se elevdé a TM3 que estaba cercana a la
temperatura de fusién de la secuencia entera de la segunda plantilla.
Por ejemplo en la FIG. ID, la temperatura de recocido (TM3) corresponde a la
temperatura de fusién de la regién "e" + la regién "d". Los ciclos restantes de

amplificacién se realizaron a TM3.
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Preparacion del Templete ADN

[0257] El templete ADN se prepard a partir de una muestra de sangre obtenida
por venipuntura de un voluntario humano, con su consentimiento. Se recolecté
sangre de 36 voluntarios. La plantilla de ADN de cada muestra de sangre se
aislé usando el Kit de QlAamp ADN Blood Midi proporcionada por QIAGEN
(Catdlogo nimero 51183). Después de aislamiento, el templete de ADN de

cada uno de los 36 voluntarios se agrupé para posterior analisis.

Disefio de las Plantillas

[0258] Los siguientes cuatro polimorfismos de nucledtidos sencillos se

analizaron: SNP HC21S00340, nimero de identificacion asignado por la base

de datos ¢SNP Human Chromosome 21, (FIG. 3, linea 1) localizada en el

cromosoma 21; SNP TSC 0095512 (FIG. 3, linea 2) localizado en el

cromosoma 1, SNP TSC 0214366 (FIG. 3, linea 3) localizado en el cromosoma

1; y SNP TSC 0087315 (FIG. 3, linea 4) localizado en el cromosoma 1. La base

de datos Del SNP Consortium Ltd, puede accederse an

http://snp.cshl.org /, direccién del website vélida a partir del 14 de febrero, afio

2002.

[0258] SNP HC21S00340 se amplifict utilizando los plantillas siguientes:
Primera plantilla:

5' TAGAATAGCACTGAATTCAGGAATACAATCATTGTCAC 3' (SEQ ID NO:9)
Segunda plantilla:

5' ATCACGATAAACGGCCAAACTCAGGTTA 3' (SEQ 1D NO:10)

[0260] SNP TSC0095512 fue amplificado usando los plantillas siguientes:

Primera plantilla:
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5 AAGTTTAGATCAGAATTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3 (SEQ ID ISS
NO:11)
Segunda plantilla:
5' TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3' (SEQ ID NO:12)
[0261] SNP TSC0214366 se amplificd usando los plantillas siguientes:
Primera plantilla:
5ATGACT AGCTA TGAATTCGTTCAAGGTAGAAAA TGGAA 3' (SEQ NO: 13)
Segunda plantilla:
5' GAGAATTAGAACGGCCCAAATCCCACTC 3' (SEQ ID NO:14)
[0262] SNP TSC 0087315 se amplificd usando los plantilias siguientes:
Primera plantilla:
5 TTACAATGCATGAATTCATCTTGGTCTCTCAAAGTGC 3' (SEQ ID NO:15)
Segunda plantilla:
5' TGGACCATAAACGGCCAAAAACTGTAAG 3’ (SEQ ID NO:16)
[0263] Todas las plantilas se disefiaron de tal forma que la regién 3' era
complementaria a la secuencia ascendente o descendente que flanquea cada
sitio de interés y la regién 5' contenia un sitio de reconocimiento de la enzima
de restriccién. La primera plantilla contenia un marcador de biotina en el
terminal 5’ y un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién EcoRl. La
segunda plantila contenla el sitic de reconocimiento para la enzima de

restriccion BeeA |.

Reacciéon de PCR
[0264] Se amplificaron todos los cuatro sitios de interés del templete ADN
gendémico usando PCR (Patente U.S. 4.683.195 y 4.683.202). Los
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componentes de la reaccidn de PCR eran como sigue: 40 ng del templete ADN,
5uM primera plantilla, 5uM segunda plantilla, 1X HotStarTaq Master Mix,
obtenido de QIAGEN (Catilogo No. 203443). El HotStarTaq Master Mix
contenia la polimerasa de ADN, bifer de PCR, 200 uM de cada dNTP, y 1.5
mM MgCl..

[0265] La amplificacion de cada templete ADN que contenia el SNP se realizé
usando tres series diferentes de temperaturas de recocido, en el presente
denominadas: temperatura de recocido de baja severidad, temperatura de
recocido de mediana severidad y temperatura de recocido de alta severidad.
Sin tener en cuenta el protocolo de temperatura de recocido, cada reaccion de
PCR consistié de 40 ciclos de amplificacion. Se realizaron las reacciones de
PCR usando el kit HotStarTaq Master Mix suministrado por QIAGEN. Segin
instrucciones del fabricante, las reacciones se incubaron a 95°C durante 15
minutos antes del primer ciclo de PCR. El paso de desnaturalizacién después
de que cada paso de extensidon se realizdé a 95°C durante 30 segundos. La
reacciéon de recocido se realiz6 a una temperatura que permitié la extension
eficaz sin ningin aumento de la temperatura.

[0266] La reaccion de recocido de baja severidad comprendid tres
temperaturas de recocido diferentes en cada uno de los primeros tres ciclos. La
temperatura de recocido durante el primer ciclo fue de 37°C durante 30
segundos; la temperatura de recocido durante el segundo ciclo fue de 57°C
durante 30 segundos; la temperatura de recocido durante el tercer ciclo fue de
64°C durante 30 segundos. El recocido se realiz6 a 64°C para los siguientes

ciclos hasta la culminacidn.
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[0267] Como se mostrd en la fotografia del gel (FIG. 3A), se observaron
multiples bandas después de la amplificacion del templete ADN que contienen
SNP TSC 0087315 (linea 4). Amplificacién del templete de ADN que contiene
SNP HC21S00340 (linea 1), SNP TSC0095512 (linea 2), y SNP TSC0214366
(Iinea 3) generd una sola banda de alta intensidad y una banda de intensidad
débil que era de peso molecular méas alto. Cuando fueron usadas las
condiciones de temperatura de recocido bajas, el producto del tamafio correcto
fue generado y éste fue el producto predominante en cada reaccién.

[0268] La reaccion de recocido de mediana severidad comprendié tres
temperaturas de recocido diferentes en cada uno de los primeros tres ciclos. La
temperatura de recocido durante el primer ciclo fue de 40°C durante 30
segundos; la temperatura de recocido durante el segunda ciclo fue de 60°C
durante 30 segundos; y la temperatura de recocido durante el tercer ciclo fue
de 67°C durante 30 segundos. E! recocido se realizé a 67°C durante los ciclos
siguientes, hasta la culminacién. Similar a lo que se observd durante el
recocido de baja severidad, la amplificaciéon del templete ADN que contiene
SNP TSC0087315 (FIG. 3B, linea 4) generd bandas mltiples bajo las
condiciones de mediana severidad. La ampilificacion de los otros tres
fragmentos de ADN conteniendo SNPs (lineas 1-3) produjo una sola banda.
Estos resultados demuestran que pueden usarse temperaturas de recocido
variables para amplificar nitidamente sitios de interés del ADN genémico con
un plantilla que. tiene una longitud de recocido de 13 bases.

[0268) La reaccibn de recocido de alta severidad, comprendid tres
temperaturas diferentes de recocido en cada uno de los primeros tres ciclos. La

temperatura de recocido del primer ciclo fue 46°C durante 30 segundos; la
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temperatura de recocido del segunda ciclo fue de 65°C durante 30 segundos; y
la temperatura de recocido para el tercer ciclo fue de 72°C durante 30
segundos. El recocido se realizé a 72°C durante los ciclos subsecuentes hasta
culminacién. Como se mostrd en la fotografia del gel (FIG. 3C), la amplificacién
del templete ADN que contiene SNP TSC0087315 (linea 4) usando las
temperaturas de recocido de alta severidad, genera una sola banda de peso
molecular correcto. Elevando las temperaturas de recocido para cada uno de
los primeros tres ciclos, se elimind la amplificacion no-especifica. La
amplificacién del fragmento de ADN que contiene SNP TSCO095512 (linea 2)
generd una sola banda. Los fragmentos ADN conteniendo SNPs HC21S00340
(linea 1), y TSC0214366 (linea 3) fallaron la amplificacién a las temperaturas
de recocido de alta severidad, sin embargo, a las temperaturas de recocido de
mediana severidad, estos fragmentos ADN conteniendo SNPs amplificaron
como una banda simple. Estos resultados demuestran que se pueden usar
temperaturas de recocido variables, para reducir los productos de PCR no-
especificos, como se ha demostrado para el fragmento de ADN que contiene
SNP TSCOO087315 (FIG. 3, linea 4).
EJEMPLO 2

[0270] Se analizaron SNPs en cromosomas 1 (TSC0095512), 13
(TSC0264580), y 21 (HC21S00027). SNP TSC0095512 se analiz6 usando dos
juegos diferentes de plantillas, y SNP HC21500027 se analiz6 usando dos

tipos de reacciones para la incorporacion de nucleétidos.

Preparacion del Templete ADN
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[0271] El templete ADN se prepard de una muestra de 5 mi de sangre
obtenida mediante venipuntura de un voluntario humano, con su
consentimiento. El templete ADN se aislé usando el Kit QIAmp ADN Blood Midi
proporcionado por QIAGEN (Catilogo nimero 51183). El templete ADN se
aislé segun las instrucciones incluidas en el equipo. Después del aislamiento, el
templete ADN de treinta y seis voluntarios humanos se agruparon juntos y se
fragmentaron con la enzima de restriccién EcoRl. La digestion de la enzima de

restriccion se realizd segan las instrucciones del fabricante.

Disefio de Plantillas
[0272] SNP HC21 S00027 se amplific6 mediante PCR usando el siguiente kit
de plantilla:

Primera plantilla:
5§ ATAACCGTATGCGAATTCTATAATTTTCCTGATAAAGG 3' (SEQ ID NO:
17)

Segunda plantilla:
5' CTTAAATCAGGGGACTAGGTAAACTTCA 3' (SEQ ID NO:18)
[0273] La primera plantilla contenfa una marcador de biotina al tarminal 5, y la
secuencia del nucledtido para la enzima de restriccion EcoRl. La segunda
plantilla contenia la secuencia del nucledtido para la enzima de restriccion
BsmF | (FIG. 4A).
[0274] También, se amplific6 SNP HC21S00027 mediante PCR usando la
misma primera plantilla, pero un segunda plantilla diferente, con la secuencia
siguiente:

Segunda plantilla:
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5' CTTAAATCAGACGGCTAGGTAAACTTCA 3' (SEQ ID NO:19)
[0275) Esta segunda plantilla contenia el sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccion BceA (FIG. 4B).
Se amplificé SNP TSC0O095512 por PCR usando los siguientes plantillas:
Primera plantilla:
5 AAGTTTAGATCAGAA TTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3' ( SEQ ID
NO:11)
Segunda plantilla:
5' TCTCCAACTAGGGACTCATCGAGTAAAG 3' (SEQ ID NO:20)
[0278] La primera plantilla tenla una marcador de biotina en el terminal 5' y
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccidn EcoRl. La
segunda plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion para BsmF | (FIG. 4C).
[0277] También, se amplific6 SNP TSCO095512 usando la misma primera
plantilla y un diferente segunda plantilla con la secuencia siguiente:
Segunda plantilla:
§' TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3' (SEQ ID NO: 12)
[0278] Este segunda plantilla contenla el sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccion BeeA | (FIG. 4D).
[0279] Se amplificd SNP TSC0284580 que esté localizado en el cromosoma 13
con los plantillas siguientes:
Primera plantilla:
5' AACGCCGGGCGAGAATTCAGTTTTTCAACTTGCAAGG 3' (SEQ ID NO:21)
Segunda plantilla:

5' CTACACATATCTGGGACGTIGGCCATCC 3' (SEQ ID NO:22)
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[0280] La primera plantilla contenfa una marcador de biotina en el terminal 5' y
tenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion EcoRl. La
segunda plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de

restriccion BsmF |.

Reaccion PCR
[0281] Se amplificaron todos los sitios de interés del templete de ADN
gendémico, utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, U.S.
Patente. 4.683.195 y 4.883.202, incorporado aqui para referencia). En este
ejemplo, se amplificaron los sitios de interés en tubos de reaccion separados
pero ellos también podrian amplificarse juntos en una sola reaccién PCR. Para
aumentar la especificidad, fue usado un “inicio ardiente” de PCR. Se realizaron
las reacciones de PCR usando el Kit HotStarTaq Master Mix Kit suministrado
por QIAGEN (catalogo nGmero 203443). La cantidad de templete ADN y
plantilla para reaccién puede perfeccionarse para cada sitio de interés, pero en
este ejemplo se usaron 40 ng de templete ADN genémico humano y 5 uM de
cada plantila. Se realizaron cuarenta ciclos de PCR. Las siguientes
condiciones de PCR fueron usadas:

(1) 95°C durante 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C durante 30 segundos;

(3) 95°C durante 30 segundos;

(4) 57°C durante 30 segundos;

(5) 95°C durante 30 segundos;

(6) 64°C durante 30 segundos;

(7) 95°C durante 30 segundos;
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(8) Repite los pasos 6 y 7 treinta nueve (39) veces;
(9) 72°C durante 5 minutos.

[0282] En el primer ciclo de PCR, la temperatura de recocido estaba cercana a
la temperatura de fusién de la regién de recocido 3' de las segundas plantillas;
que era de 37°C. La temperatura del recocido en el segunda ciclo de PCR
estaba cercano a la temperatura de fusién de la regiébn 3' que recoce al
templete ADN de la primera plantilla; que era 57°C. La temperatura de recocido
en el tercer ciclo de PCR estaba cerca a la temperatura de fusién de la
secuencia completa de la segunda plantilla que era 64°C. La temperatura de
recocido durante los ciclos restantes fue de 64°C. Realizando una escalada de
la temperatura de recocido desde TMI a TM2 a TM3 en los primeros tres ciclos
de PCR, se mejora grandemente la especificidad. Estas temperaturas de
recocido son representativas, y el operario experimentado entendera que la
temperatura de recocido para cada ciclo es dependiente de las plantillas
especificas utilizadas.

[0283] Las temperaturas y tiempos para desnaturalizaciéon, recocido, y
extension, pueden perfeccionarse probando varias escenas y utilizando los
pardmetros que rindan los mejores resultados. Se muesiran esquematicos de
los productos de PCR para SNP HC21S00027 y SNP TSC095512 en las FIGS.
5A-5D.

Purificacidn del Fragmento que Contiene el Sitio de Interés
[0284] Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN

genémico. Cada producto de PCR fue dividido en cuatro pozos de reaccién
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separados de un Streptawell transparente, el placa High Bind Alto-ILigamento
de los Roche Diagnostics GmbH (catalogo nimero 1 645692, como se lista en
Roche Molecular Biochemicals, 2001 Biochemicals Catalog). Las primeras
plantillas contenlan un marcador de biotina 5' de manera que los productos
PCR se ligaron a los pozos recubiertos de Estreptavidina, mientras que el
templete del ADN genémico no lo hizo. La reaccién de ligamento de la
estreptavidina se realizé utilizando un Thermomixer se (Eppendorf) a 1000 rpm
durante 20 minutos, a 37°C. Cada pozo fue bien aspirado para quitar el
material de ligamento, y se lavé tres veces con un mezclado suave con IX PBS,
(Kahdpal et al., Nucl. Acids Res. 18: 1789-1795 (1990); Kaneoka et al.,
Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nudl. Acids Res. 18:6163-6164
(1990)).

Digestién de la Enzima de Restriccion de Fragmentos Aislados que Contienen
Sitios de Interés

[0285] Los productos de PCR purificados se digirieron con la enzima de
restriccién que ligd el sitio de reconocimiento incorporado en los productos de
PCR de la segunda plantilla. Los templetes de ADN que contienen SNP
HC21800027 (FIG. 6A y 6B) y SNP TSC0095512 (el FIG. 6C y 6D) se
amplificaron en reacciones separadas usando dos diferentes segundas
plantillas. FIG. 6A (SNP HC21S00027) y FIG. 6C (SNP TSC0085512) indican
los productos de PCR después de la digestién con la enzima de restriccion
BsmF | (New England Biolabs catalog munber R0572S8). FIG. 6B (SNP
HC21800027) y FIG. 6D (SNP TSC0095512) indican los productos de PCR

después de la digestién con la enzima de la restricciéon BeeA | (New England
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Biolabs, catdlogo nimero R0623S). Las digestiones se realizaron en el
Estreptawells siguiendo las instrucciones proporcionadas con la enzima de
restriccion. El fragmento ADN conteniendo SNP TSC0264580, se digirid con
BsmF |. Después de la digestidn con la enzima de restriccion apropiada, los
pozos se lavaron tres veces con PBS para quitar los fragmentos de la ruptura.
Incorporacion del Nucleétido Marcado

[0286] La digestion de la enzima de restriccién descrita anteriormente rindié un
fragmento de ADN con una proyeccion 5' que contenla el sitio de SNP o sitio
de interés y un terminal de receso 3'. La proyecciébn &' funciond como un
templete permitiendo la incorporacién de un nucleétido o nucledtidos en la
presencia de una polimerasa de ADN.

[0287] Para cada SNP se realizaron cuatro reacciones de llenado; cada una de
las cuatro reacciones contenla un ddNTP diferente, fluorescentemente
marcado (ddA TP, ddTTP, ddGTP, o ddCTP). Los siguientes componentes se
agregaron a cada reaccion de llenado: 1 pl de un ddNTP fluorescentemente
marcado, 0.5 pul de ddNTPs no marcado (40 pM) que contenian todos los
nucleétidos excepto el nucledtido que se marcéd fluorescentemente, 2y de 10X
bafer sequenasa, 0.25y Sequenasa, y agua, seglin la necesidad, para una
reaccion de 20ul. Todas las reacciones de llenado se realizaron a 40°C durante
10 minutos. El ddNTP No-fluorescentemente marcado se obtuvo de Fermentas
Inc. (Hannover, MD). Todos los otros reactivos del marcado se obtuvieron de
Amersham (Thermo Sequenase Dye Terminator Tinte Cycle Sequencing Core
Kit, USA 79565). En la presencia de ddNTPs fluorescentemente marcados, el
receso 3' fue extendido una base, lo que comesponde al SNP o sitio de interés

(FIG 7A-7D).
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[0288] También se us6é una mezcla de ddNTPs marcado y dNTPs no marcado,
para la reaccién de “llenado” para SNP HC21S00027. Las condiciones de
“llenado” fueron como se describib anteriormente, excepto que se usd una
mezcla conteniendo 40uM de dNTPs no marcados, 1pl de ddATP
fluorescentemente marcado, 1l de ddTTP fluorescentemente marcado, 1l de
ddCTP fluorescentemente marcado, y 1yl de ddGTP. Los ddNTPs
fluorescentes fueron obtenidos de Amersham (Thermo Sequenase Dye
Teminator Cycle Sequencing Core Kit, U.S.A. 79565; Amersham no publicé las
concentraciones de los nucleétidos fluorescentes). El fragmento de ADN que
contiene SNP HC21S00027 se digirié con la enzima de restriccion BsmF | lo
que generd una proyeccién 5' de cuatro bases. Como aparece en la FIG. 7E, si
el primer nucledtido incorporado es un ddNTP marcado, el receso 3’ se llena
mediante una base, permitiendo la deteccién del SNP o sitio de interés. Sin
embargo, si el primer nucleétido incorporado es un dNTP, la polimerasa
continda incorporando nucledtidos hasta que un ddNTP esté lleno. Por ejemplo,
los primeros dos nucledtidos pueden rellenarse con dNTPs, y el tercer
nucledtido con un ddNTP, permmitiendo deteccién del tercer nucledtido en la
proyeccion. Asl, puede determinarse la secuencia entera de la proyeccion §', lo
cual aumenta la informacién obtenida de cada SNP o sitio de interés.

[0289] Después de marcar, cada Streptawell se enjuagé con IX PBS (1 00ul)
tres veces. Los fragmentos de ADN “llenos” se liberaron entonces de los
Streptawells mediante digestién con la enzima de restriccibn EcoRi, segun las
instrucciones del fabricante, que se proporcionaron con la enzima (FIGS. 8A-
8D). La digestion se realizd durante 1 hora a 37°C, con agitacién a 120 rpm.

Deteccién del Sitio de Interés

118

(és

166



[0290] Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, 2-3ul de la
muestra de 10ul fue cargada en una bandeja de membrana de 48 pozos (The
Gel Company, catalog number TAM48-01). La muestra en la bandeja fue
absorbida con un Flow Membrana Comb 48 (The Gel Company catalog number
AM48), e insertada en un gel 36 centimetros 5% acrilamida (urea) (Bio
Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs, catalog
number 50691).

[0291] La muestra fue sometida a electroforesis en el gel, a 3000 voltios,
durante 3 minutos. El peine de membrana fue removido, y el gel se trabajé
durante 3 horas en una Maquina de Secuenciacién Automatizada ABI 377. El
nucledtido marcado incorporado se detectd mediante la fluorescencia.

[0292] Como se mostrd en la FIG. 9A, de una muestra de treinta seis (36)
individuos, se detectaron en SNP HC21S00027, uno de dos nucledtidos: o
adenosina o guanina. Estos son los dos nucleétidos que se reportaron existir
en SNP HC21S00027 (www.snp.schl.org/snpsearch.shiml). Uno de los dos
nucleétidos, o guanina o citosina, se detecté en SNP TSC0095512 (FIG. 9B).
Los mismos resultados fueron obtenidos si el sitio de interés se amplificd o con
una segunda plantilla que contenla un sitio del reconocimiento para BceA | o la
segunda plantilla contenia un sitio del reconocimiento para BsmF I.

[0293] Como se mostrd en FIG. 9C, se detectd uno de dos nucledtidos en SNP
TSC0264580 que eran: o adenosina o citosina. Estos son los dos nucledtidos
reportados para este sitio SNP (www.snp.sch1.org/snpsearch.shtml). Ademas,
fue descubierta una timidita, una base ascendente del sitio de interés. En una
secuencia de manera dependiente, BsmF | fragmenta algunas moléculas de

ADN en la posicién 10/14 y otras moléculas de ADN que tienen la misma
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secuencia, en la posicion 11/15. Cuando la enzima de restriccion BsmF |
fragmenta 11 nucleétidos en el filamento codificante y 15 nucleétidos en el
filamento no codificante, el extermo de receso 3’ esta una base ascendente del
sitio de SNP. La secuencia de SNP TSC0264580 indicaba que la base
inmediatamente precedente del sitio SNP era una timidina. La incorporacién de
un ddNTP marcado en esta posicion generd un fragmento una base mas
pequefia que el fragmento que fue fragmentado en la posicién 10/14. De esta
manera, las moléculas de ADN fragmentadas en la posicibn 11/15
proporcionaron informacién de la identidad acerca de la base inmediatamente
precedente del sitio SNP, y las moléculas de ADN fragmentadas en la posicién
10/14 proporcionaron la informacién de identidad sobre el sitio de SNP.

[0284] Se amplificdé SNP HC21S00027 usando un segunda plantila que
contenia el sitio de reconocimiento para BsmF |. Se usd una mezcla de
ddNTPs marcado y de dNTPs no marcados, para relienar la proyeccion &'
generada por la digestién con BsmF 1. Si un dNTP fuera incorporado, la
polimerasa continuaria incorporando nuclettidos hasta que un ddNTP fuera
- incorporado. Se generd una poblacion de fragmentos de ADN, cada uno
difiriendo por una base, lo que permitié determinar la secuencia completa de la
proyeccion.

[0295] Como se observd en la FIG. 9D, se detecté una adenosina que era
complementaria al nucledtido (una timidina) inmediatamente precedente al SNP
o al sitio de interés. Este nucledtido se detectd debido a la propiedad
fragmentante 11/15 de BsmF | descrito en detalle anteriormente. En el sitio de
SNP se detectaron una guanina y una adenosina, las cuales son los dos

nucleétidos reportados para este sitio SNP (FIG. 9A). Los dos nucleétidos se
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detectaron en el sitio SNP por la diferencia de los pesos moleculares de los
tintes, lo que pemmitid la separacién de los dos nucledtidos. El proximo
nucledtido detectado fue una timidina que es complementaria al nucleédtido
inmediatamente descendente del sitio SNP. El siguiente nucleétido detectado
fue una guanina que era complementario al nucledtido dos bases descente del
sitio SNP. Finalmente, fue detectada una adenosina que era complementaria al
tercer nucledtido descendente del sitic SNP. La informacién de secuencia no
sdlo se obtuvo para el sitio de SNP sino tambien para el nucleétido precedente
al sitio SNP y los siguientes tres nucleétidos.

[0296] Ninguno de los sitios de interés contenla mutacién alguna. Sin
embargo, si uno de los sitios de interés albergé alguna mutacién que incluye
pero no se limita a un punto de mutacién, insercién, eliminacién, translocation o
cualquier combinacién de mutaciones, éllo podria identificarse mediante la
comparacién con el consenso o con la secuencia publicada. La comparacion
de las secuencias atribuidas a cada uno de los sitios de interés a la secuencia
nativa, no relacionada con enfermedad, de un gen en cada sitio de interés,
determina la presencia o ausencia de una mutacidn en esa secuencia. El
hallazgo de una mutacién en la secuencia se interpreta entonces como la
presencia de la enfermedad indicada, o una predisposicién para desarrollar la
misma, como sea apropiado, en ese individuo. Las cantidades relativas de las
secuencias mutadas contra las secuencias no mutadas, pueden evaluarse para
determinar si el sujeto tiene uno o dos alelos de la secuencia mutada, y asi, si
el suejto es un portador, o si la mutacién indicada resulta en un condicién

dominante o recesiva.
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EJEMPLO 3
[0297] Cuatro sitios de interéds del cromosoma 1 y dos sitios de interés del
cromosoma 21 se amplificaron en reacciones separadas PCR, se agruparon
juntos, y se analizaron. Las plantillas fueron disefiadas para que cada sitio de
interés amplificado fuera de un tamafio diferente que permitiera la deteccion de

los sitios de interés.

Preparacion del Templete ADN

[0288] E] templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 5ml de
sangre obtenida por wvenipuntura de un voluntario humano, con su
consentimiento. El templete ADN fue aislado utilizando el QIAmp ADN Blood
Midi Kit proporcionado por QIAGEN (Catalogo nimero 51183). Dicho templete
ADN se aislé segun las instrucciones incluidas en el Kit. El templete ADN se
aisld de treinta y seis voluntarios humanos, y luego se agrupé en una sola

muestra, para el andlisis posterior.

Disefio de las Plantillas

[0299] Se amplific6 SNP TSC 0087315 usando las siguientes plantillas:
Primera plantilla:

5' TTACAATGCATGAATTCATCTTGGTCTCTCAAAGTGC 3' (SEQ ID NO:15)
Segunda plantilla:

5' TGGACCATAAACGGCCAAAAACTGTAAG 3’ (SEQ ID NO:16)

[0300] Se amplificé SNP TSC0214366 usando las siguientes plantillas:

Primera plantilla:
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5 ATGACTAGCTATGAATTCGTTCAAGGTAGAAAATGGAA 3 (SEQ ID
NO:13)
Segunda plantilla:
5 GAGAATTAGAACGGCCCAAATCCCACTC 3' (SEQ ID NO:14)
[0301] Se amplific6 SNP TSC 0413944 con las plantillas siguientes:
Primera plantilla:
5' TACCTTTTGATCGAATTCAAGGCCAAAAATATTAAGTT 3' (SEQ ID NO:23)
Segunda plantilla:
5 TCGAACTTTAACGGCCTTAGAGTAGAGA 3' (SEQ ID NO:24)
[0302] Se amplificé SNP TSC0095512 usando las siguientes plantillas:
Primera plantilla:
5 AAGTTTAGATCAGAATTCGTGAAAGCAGAAGTTGTCTG 3' (SEQ ID
NO:11)
Segunda plantilla:
5' TCTCCAACTAACGGCTCATCGAGTAAAG 3’ (SEQ ID NO:12)
[0303] Se amplificd SNP HC21 S00 131 con las plantillas siguientes:
Primera plantilla:
5' CGATTTCGATAAGAATTCAAAAGCAGTTCTTAGTTCAG 3' (SEQ ID NO:25)
Segunda plantilla:
5 TGCGAATCTTACGGCTGCATCACATTCA 3' (SEQ ID NO:26)
[0304] Se amplific6 SNP HC21S00027 con las siguientes plantillas:
Primera plantilla:
5 ATAACCGT ATGCGAA TTCT ATAATTTTCCTGA T AAAGG 3' (SEQ ID
NO:17)

Segunda plantilla:
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5' CTTAAATCAGACGGCTAGGTAAACTTCA 3' (SEQ ID NO:19)

[0305] Para cada SNP, la primera plantilla contenla un sitio de reconocimiento
para la enzima de restricciobn EcoRl y tenla una marcador de biotina en el
terminal §'. La segunda plantilla utilizada para amplificar cada SNP, contenla un

sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién BeeA |.

Reaccion de PCR

[0306] Las reacciones de PCR se realizaron como se describié en el Ejemplo
2, sblo que fueron usadas las siguientes temperaturas de recocido: la
temperatura de recocido para el primer ciclo PCR fue de 37°C durante 30
sagundos, la temperatura de recocido para el segunda ciclo de PCR fue de
57°C durante 30 segundos, y la temperatura de recocido para el tercer ciclo de
PCR fue de 64°C durante 30 segundos. Todos los ciclos subsiguientes tenlan
una temperatura de recocido de 64°C durante 30 segundos. Se efectuaron
treinta siete (37) ciclos PCR. Después de PCR, % del volumen fue removido

de cada reaccioén, y combinado en un solo tubo.

Purificacién de Fragmentos que Contienen Sitio de Interés

[0307] Los productos de PCR (ahora combinados en una muestra, y
denominada "la muestra™) fueron separados del templete del ADN genémico
como se describié en el Ejemplo 2; s6lo que la muestra se ligd a un solo pozo

de una placa de microtitulacién Streptawell.

Digestién de la Enzima de Restricciéon de Fragmentos Aislados que Contienen

Sitios de Interés
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[0308] La muestra se digirié6 con la enzima de restriccion BceA | que enlazb el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla. Las digestiones de enzima de
restriccibn se realizaron siguiendo las instrucciones proporcionadas con la
enzima. Después de la digestion con la enzima de restriccion, los pozos se

lavaron tres veces con IX PBS.

Incorporaciéon de Nucleétidos

[0309] La digestion de la enzima de restriccion descrita anteriormente,
rindi6 moléculas de ADN con una proyeccién §' que contenia el sitio de
SNP o sitio de interés y un receso 3'. La proyeccion 5' funcioné como un
templete permitiendo la incorporacién de un nucledétido en la presencia de
un polimerasa de ADN.

[0310] Los siguientes componentes se usaron para la reaccién de llenado:
iyl de ddA TP fluorescentemente marcado; 1pl de ddTTP
fluorescentemente marcado; 1yl de ddGTP marcado fluorescentemente;
1pl de ddCTP fluorescentemente marcado; 2ul de 10X budfer sequenasa,
0.25 pl de Sequenasa, y agua, segin la necesidad, para una reaccion de
20ul. La reaccion de llenado se realizé a 40°C durante 10 minutos. Todos
los reactivos de marcado se obtuvieron de Amersham (Thermo Sequenase
Dye Terminador Cycle Sequence Core Kit (U.S.A. 79565); la concentracién
de los ddNTPS proporcionados en el equipo es patentada y no publicada
por Amersham). En [a presencia de los ddNTPs fluorescentemente
marcados, el receso 3' se llend por una base, la que corresponde al SNP o

sitio de interés.
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[0311] Después de la incorporacion del nucleétido, el Streptawell se
enjuagé con IX PBS (100 pl) tres veces. Los fragmentos de ADN “llenos”
luego se liberaron del Streptawell mediante la digestion con la enzima de
restriccion EcoR1 siguiendo las instrucciones del fabricante. La digestiéon

se realizé durante 1 hora a 37°C, con agitacién a 120 rpm.

Deteccién del Sitio de Interés

[0312] Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, 2-3ul de la
muestra de 10l fueron cargados en una bandeja de membrana de 48 pozos
(The Gel Company, catédlogo nimero, AM48-01). La muestra en la bandeja
fue absorbido con un 48 Flow Membrana Comb (The Gel Company, nimero
de catdlogo AM48), e insertada en 36 centimetros de gel acrilamida (urea) 5%
(Bio Whittaker Molecular Applications, Long Ranger Run Gel Packs, catalogo
namero 50691).

[0313] La muestra fue sometida a electroféresis en el gel a 3000 vo1tios
durante 3 minutos. El peine de la membrana fue retirado, y el gel se trabaj6é
durante 3 horas en una Maquina de Secuenciacion Automatizada ABI 377. El
nucledtido incorporado se detectd mediante fluorescencia.

[0314] Las plantillas fueron diseflados para que cada sitio de interés
amplificado difiriera en tamafio. Como se muestra en la FIG. 10, cada sitio de
interés amplificado diferla por aproximadamente 5-10 nucleétidos, lo que
pemitid separar los sitios de interés entre si, mediante electroféresis del gel.
Se detectaron dos nucledtidos para SNP TSC0087315 que eran guanina y

citosina. Estos son los dos nucledtidos reportados de existir en SNP
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TSC0087315 (www.snp.schi.org/snpsearch.shtml). La muestra comprendio el
templete ADN de 36 individuos y debido a que las moléculas de ADN que
incorporaron una guanina, difiieron en el peso molecular de aquéllas que
incorporaron una citosina; se observaron bandas distintas parma cada
nucleétido.

[0315] Se detectaron dos nuclettidos en SNP HC21S00027 que eran guanina
y adenosina (FIG. 10). Los dos nucledtidos reportados para este sitio SNP son
guanina y adenosina (www.snp.schl.orgisnpsearch.shtml). Como se discutic
anteriomente, la muestra contenfa templetes ADN de treinta y seis individuos,
y uno esperaria ambos nucleétidos estar representados en la muestra. El peso
molecular de los fragmentos ADN que incorporaron un guanina, era distinto de
los fragmentos de ADN que incorporaron una adenosina, lo que permitié
detectar ambos nucledtidos.

[0316] El nucledtido de citosina se detectd en SNP TSCO0214366 (FIG. 10). Los
dos nucledtidos reportados de existir en esta posicion SNP son: timidina y
citosina.

[0317] El nucleétido de guanina se detectd en SNP TSC0413944 (FIG. 10).
Los dos nucledtidos reportados para este SNP son: guanina y citosina
(http://snp.csW.org/snpsearch.shtml).

[0318] El nucleétido de citosina se detectd en SNP TSC0095512 (FIG. 10).

Los dos nucleétidos reportados para este sitio de SNP son: guanina y citosina
(www.snp.schl.org/snpsearch.shtml).

[0319] El nucledtido detectado en SNP HC21S50013l fue la guanina. Los dos
nucledtidos reportados para este sitio de SNP son: guanina y adenosina

(www.snp.scW.org/snpsearch.shtml).
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[0320] Como se expuso anteriormente, la muestra comprendié templetes de
ADN de treinta y seis individuos y uno esperaria ambos nucledtidos en los
sitios de SNP ser representados. Para SNP TSC0413944, TSC00955 12,
TSC024366 y HC2IS00131, se detectdé uno de los dos nucledtidos. Es
probable que ambos nucledtidos reportados para estos sitios de SNP estén
presentes en la muestra, pero ese tinte fluorescente se impone al ofro. El peso
molecular de las moléculas de ADN que incorporaron un nucleétido no permitié
la separacion eficaz de las moléculas de ADN que incorporaron el otro
nucledtido. Sin embargo, los SNPs fueron prontamente separados entre si, y
para cada SNP, un nucleétido apropiado fue incorporado. Fueron determinadas
las secuencias de sitios de interds de miiltiples cromosomas, las cuales se
trataron como una sola muestra después de PCR.

10321] Fue realizada una sola reaccibn conteniendo ddNTPs
fluorescentemente marcados, con la muestra que contenia sitios maltiples de
interés. Alterativamente, cuatro reacciones separadas de llenado pueden
realizarse, dénde cada reaccién contiene un nucledtido fluorescentemente
marcado (ddATP, ddTTP, ddGTP, o ddCTP) y ddNTPs no marcados (vea
Ejemplo 2, FIGS. 7 A-7D y Figs. 9A-C). Cuatro reacciones separadas de
“lenado” permitiran la deteccién de cualquier nucleétido que esté presente en
los sitios de interds. Por ejemplo, si analizando una muestra de un solo
individuo que contenga sitios multiples de interés, y dicho individuo es
heterdcigo en uno o mas sitios de interés, cuatro reacciones separadas de
“lenado” pueden usarse para determinar los nucleétidos en los sitios

heterécigos de interés.
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[0322] También, al analizar una muestra que contenga tmpletes de multiples
individuos, cuatro reacciones separadas de “llenado” permitirdn la deteccién de
nucleétidos presentes en la muestra, independiente de con que frecuencia el
nucledtido se encuentra en el sitio de interés. Por ejemplo, si una muestra
contiene los templetes de ADN de 50 individuos, y 49 de los individuos tienen
una timidina en el sitio de interés, y un individuo tiene un guanina, la actuacion
de las cuatro reacciones separadas de’llenado” en las que cada reaccion de
llenado se trabaja en una linea separada de un gel, como en las FIGS. 9A-8C,
permitird la deteccién de la guanina. Al analizar una muestra que consta de
multiples templetes de ADN, miuiltiples reacciones de “llenado” aliviaran Ila
necesidad de distinguir multiples nucleétidos en un solo sitio de interés, por las
diferencias en la masa.

[0323] En este ejemplo, fueron analizados multiples polimorfismos de
nucledtidos sencillos. También es posible determinar la presencia o ausencia
de mutaciones, incluso el punto de mutaciones, transiciones, transversions,
translocaciones, inserciones, y eliminaciones, de los sitios muiltiples de interés.
Los sitios miiltiples de interés pueden ser de un solo cromosoma o de miltiples
cromosomas. Los sitios multiples de interés pueden ser de un solo gen o de
multiples genes.

[0324] Puede determinarse la secuencia de sitios mudiltiples de interés que
causan o predisponen a un fenotipo de enfermedad. Por ejemplo, uno podria
amplificar, uno, una decena, centenares, miles de genes, implicados en el
cancer o cualquier otra enfermedad. Las plantillas pueden disefiarse para que
cada uno de los sitios de interés amplificado, difiera en tamafio. Después de

PCR, pueden combinarse los sitios de interés amplificados y pueden tratarse
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como una sola muestra. Alternativamente, los sitios multiples de interés pueden
ser amplificados en una reaccién de PCR o el nimero total de sitios de interés,
por ejemplo 100, puede ser dividido en muestras, por ejemplo 10 sitios de
interés para la reaccidon de PCR, y luego pueden agruparse. Como se
demostré en el presente, puede determinarse la secuencia de sitios multiples
de interés. Por lo tanto, en una reaccién puede determinarse, la secuencia de
uno, a diez, a los centenares, a los miles, de genes que predisponen o causan

un fenotipo de enfermedad.

EJEMPLO 4

[0325] El ADN gendémico se obtuvo de cuatro individuos, después de haber
obtenido su consentimiento. Seis SNPs en el cromosoma 13 (TSC0837969,
TSC0034767, TSCI130902, TSC0597888, TSC0195492, TSC0607185) se
analizaron usando el templete de ADN. La informacion referente a estos SNPs
puede encontrarse en el siguiente website
(www.snp.schl.org/snpsearch.shiml), direccién vélida a partir del 11 de febrero,
2003).

[0326] Se usd un solo nucledtido marcado con un tinte fluorescente para el
proceso de genotipo, para los individuos en los seis sitios SNP seleccionados.
Las plantillas fueron disefiadas para permitiries a los seis SNPs ser analizados

en una sola reaccion.

Preparacion del Templete de ADN
[0327] El templete de ADN se prepard a partir de una muestra de 9 ml de

sangre obtenida mediante venipuntura, de un voluntario humano, con su
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consentimiento. La plantilla ADN fue aislada usando el ('.ilAmp ADN Blood Midi
Kit proporcionado por QIAGEN (Catélogo namero 51183). El templete de ADN

se aislé segun las instrucciones incluidas en el equipo.

Disefio de las Plantillas
[0328] Se amplificé SNP TSC0837969 usando el siguiente plantilla:

Primera plantilla:
5'GGGCTAGTCTCCGAATTCCACCTATCCTACCAAATGTC3'

Segunda plantilla:
5' TAGCTGTAGTTAGGGACTGTTCTGAGCAC 3'
[0329] La primera plantilla tenfa una marcador de biotina al terminal &' y
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién EcoRl. La
primera plantilla fue disefiada para recocer 44 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenfa un sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion para BsmF |.
[0330] Se amplificd SNP TSCO0O34767 usando la plantilla siguiente:

Primera plantilla:
5'CGAATGCAAGGCGAATTCGTTAGTAATAACACAGTGCA3Z'

Segunda plantilla:
5' AAGACTGGATCCGGGACCATGTAGAATAC 3'
[0331] La primera plantilla tenla una marcador de biotina en el terminal &' y
contenfa un un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion para
EcoRIl. La primera plantilla fue disefiada para recocer 50 bases del sitio de
interés. La segunda plantilla contenia un sitio de reconocimiento para la enzima

de restriccién para BsmF |.
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[0332]) Se amplificd SNP TSCI130802 usando el plantilla siguiente:

Primera plantilla: ¥
5 TCTAACCATTGCGAATTCAGGGCAAGGGGGGTGAGATC 3'

Segunda plantilla:
5 TGACTTGGATCCGGGACAACGACTCATCC 3'
[0333] La primer plantilla tenla una marcador de biotina en el terminal §' y
contenla un un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion para
EcoRI. La primera plantilla fue disefiadapara recocer 60 bases del sitio de
interés. El segunda plantilla contenia un un sitio de reconocimiento para la
enzima de restriccién para BsmF |.
[0334] Se amplificd SNP TSC(0597888 usando la plantilla siguiente:

Primera plantilla:
5' ACCCAGGCGCCAGAATTCTTTAGATAAAGCTGAAGGGA3

Segunda plantilla: 5’GTTACGGGATCCGGGACTCCATATTGATC3'
[0335] La primera plantilia tenla una marcador de biotina en el terminal §' y
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién para EcoRI.
La primera plantilla fue disefiada para recocer 70 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenia un sitioc de reconocimiento para la enzima de
restriccion para BsmF I.
[0336] Se amplificé SNP TSC0195492 usando la plantilla siguiente:

Primera plantilla:
5 'CGTTGGCTTGAGGAA TTCGACCAAAAGAGCCAAGAGAA

Segunda plantilla:
5' AAAAAGGGATCCGGGACCTTGACTAGGAC 3'
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[0337] La primera plantilla tenla una marcador de biotina en el terminal ' y
contenia un sitio de reconocimiento para la enzima de restricciéon para EcoRI.
La primera plantilla fue disefiada para recocer 80 bases del sitio de interés. La
segunda plantilla contenla un sitioc de reconocimiento para la enzima de
restriccién para BsmF I.
[0338] Se amplificé SNP TSC0607185 usando la plantilla siguiente:

Primera plantilla:
5 ACTTGATTCCGTGAATTCGTTATCAATAAATCTTACAT3

Segunda plantilla:
5' CAAGTTGGATCCGGGACCCAGGGCTAACC 3
[0339] La primera plantilla tenia una marcador de biotina a los 5' y contenfa un
sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion para EcoRl. la primera
plantilla fue disefiada para recocer 90 bases del sitio de interés. La segunda
plantilla contenla un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion para
BsmF I.
[0340] Se amplificaron todos los sitios de interés del templete de ADN
gendmico que usa la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, U.S. Patente.
4.683.195 y 4.683.202, incorporada en el presente como referencia). En este
ajemplo, se amplificaron los sitios de interds en los tubos de reaccién
separados, pero elios también podrian amplificarse juntos en una sola reaccién
PCR. Para especificidad incrementada, fue usado un "inicio caliente” de PCR.
Las reacciones de PCR se realizaron usando el HotStarTaq Master Mix Kit,
proporcionado por QIAGEN (catdlogo nimero 203443). La cantidad de

templete ADN y plantilla para reaccién, pueden ser optimizados para cada sitio
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de interés, pero en este ejemplo, se usaron 40 ng de templete ADN genémico
humano y 5uM de cada plantilla. Fueron ejecutados cuarenta ciclos de PCR.
Fueron usadas las siguientes condiciones PCR:

(1) 85°C durante 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C durante 30 segundos;

(3) 95°C durante 30 segundos;

(4) 57°C durante 30 segundos;

(5) 95°C durante 30 segundos;

(6) 64°C durante 30 segundos;

(7) 95°C durante 30 segundos;

(8) repite los pasos 6 y 7 treinta nueve (39) veces;

(9) 72°C durante 5 minutos.
[0341] En el primer ciclo de PCR, la temperatura de recocido estaba cercana a
la temperatura de fusion de la regién de recocido de los 3' de las segundas
plantillas, que era de 37°C. L.a temperatura de recocido en el segunda ciclo de
PCR estaba alrededor de la temperatura de fusién de la regién 3’ lo cual recoce
a el templete de ADN de la primera plantilla que era de 5§7°C. La temperatura
de recocido en el tercer ciclo de PCR estaba cercana a la temperatura de
fusion de la secuencia entera de la sagunda plantilla que era de 84°C. La
temperatura del recocido durante los ciclos restantes fue de 64°C. Escalando la
temperatura de recocido de TMi a TM2 a TM3, en los primeros tres ciclos de
PCR, se incrementa grandemente la especificidad. Estas temperaturas de
recocido son representativas, y el técnico experimentado entendera que las
temperaturas de recocido durante cada ciclo son dependientes de las plantillas

especificas usadas.
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[0342] Las temperaturas y tiempos para desnaturalizacién, recocido, y
extension, pueden perfeccionarse probando varias escenas y usando los
parametros que rindan los mejores resultados. En este sjemplo, la primer
plantilla se disefi® para recocer a varias distancias del sitio de interés. El
técnico experimentado entiende que la localizaciéon de recocido de la primera
plantilla puede ser 5-10, 11-15, 16-20, 21-25, 26-30, 31-35, 36-40, 41-45, 46-
50, 51-55, 56-60, 61-65, 86-70, 71-75, 76-80, 81-85, 86-80, 91-985, 96-100, 101-
105, 106-110, 111-115, 116-120, 121-125, 126-130, 131-140, 141-160, 161-
180, 181-200,201-220,221-240,241-260,261-280,281-300,301-350,351-
400,401-450, 451-500, o superior a 500 bases del sitio de interés.

Purificacién de Fragmentos que Contienen Sitios de Interés

[0343] Los productos de PCR fueron separados del templete de ADN
gendmico. Después de la reaccion de PCR, 1/4 del volumen de cada reaccion
de PCR, de un individuo, fue mezclado junto en un pozo de un Streptawell,
transparente, placa High-Bind de Roche Diagnostics GmbH (catalogo namero 1
645 692, segln lista en Roche Molecular Biochemicals, 2001 Biochemicals
Catalog). Las primeras plantillas contenian un marcador biotina 5' para los
productos PCR ligados a los pozos racubiertos de Estreptavidina, mientras que
los templetes del ADN genémico no lo tenian. La reaccién ligante de
estreptavidina se efectué usando un Thermomixer (Eppendorf) a 1000 rpm
durante 20 minutos, a 37°C. Cada pozo fue bien aspirado, para quitar el
material no ligado, y se lavd tres veces con IX PBS, con mezclado suave

(Kandpal et al., Nucl. Acids Res. 18:1789-1795 (1890); Kaneoka et al.,
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Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucl. Acids Res. 18:6163-6164
(1990)).

Digestién de la Enzima de Restriccién de Fragmentos Aislados que Contienen
Sitios de Interés

[0344] Los productos de PCR purificados se digirieron con la enzima de
restriccion BsmF |, Ia cual enlaza al sitio del reconocimiento incorporado en los
productos de PCR de la segunda plantilla. Las digestiones se realizaron en
Streptawells, siguiendo las instrucciones proporcionadas con la enzima de
restriccion. Después de la digestion, los pozos se lavaron tres veces con PBS

para quitar los fragmentos de las rupturas.

Incorporacion de Nucleétido Marcado

[0345] La digestion de la enzima de restriccibn con BsmF 1 produjo un
fragmento de ADN con una proyeccién 5' que contenla el sitio de SNP o sitio
de interés y un receso 3'. La proyeccion 5' funciond como un templets,
permitiendo la incorporacién de un nucledtido o nucledtidos en la presencia de
una polimerasa de ADN.

[0346] Mas adelante se muestra un esquema de la proyeccion 5' para SNP
TSC0837969. No se reproduce la secuencia ADN completa, sélo la porcién

para demostrar la proyeccién (donde R indica el sitio variable).

5 TT AA
3'AATT R A C A
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
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[0347] El nucleétido observado para TSC0837969 en la cadena codificante 5'
(aqul exhibido como el filamento superior) es adenina y guanina. La tercera
posicién en la proyeccién en la cadena no codificante comresponde a citosina,
que es complementaria a ia guanina. Por cuanto este sitio variable puede ser
adenina o guanina, el ddGTP fluorescentemente marcado en la presencia de
dCTP, dTTP, y dATP, no marcados fueron usados para detemminar la
secuencia de ambos alelos. Las reacciones de llenado para un individuo
homdécigo para la guanina, homécigo para la adenina o heterécigo, estan
exhibidas mas adelante.

[0348] Homdcigo para la guanina en TSC 0837969:

Alelo 1 5' TTAA G*
3 AATT C A C A
Posicién de la proyeccién 1 2 3
Alelo 2 5 TT AA G*
3'AATT Cc A C A
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4

[00100] ddGTP marcado es incorporado en la primera posicion de la
proyeccién. Sélo se observa un signo que corresponde a las moléculas rellenas
con el ddGTP marcado en la primera posicién de la proyeccion.

[0348] Homdcigo para la adenina en TSC 0837969:

Alelo 1 5 TTAA A T G*
3' AATT T A Cc A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5 TTAA A T G*
3 AATT T A Cc A
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Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
[0350] EI dATP no marcado es incorporado en l|a posicion uno de ila
proyeccién, y el dTTP no marcado es incorporado en la posicién dos de la
proyeccién. El ddGTP marcado es incorporado en la posicion tres de la
proyeccién. Sélo un signo se observard; las moléculas llenas con el ddGTP en
la posicién 3 tendrén un peso molecular diferente de las moléculas llenas en la
posicién uno, lo que permite la identificacidn facil de individuos homdécigos para
adenina o guanina.

[0351] Heterdcigos en TSC0837969:
Alelo 1 5' TTAA G*

3'AATT C A C A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Alelo 2 5' TTAA A T G*

3' AATT T A C A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

[0352] Se veran dos signos; un signo corresponde las moléculas ADN rellenas
con ddGTP en la posiciébn 1, y un segundo signo comrespondiente a las
moléculas rellenas en la posicion 3 de la proyeccion. Los dos signos se pueden
separar utilizando cualquier técnica de separacion con base en el peso
molecular, que incluye pero no se limita a electrofdresis en gel.
[0353] Mas adelante se muestra un esquemadtico de la proyeccion 5' para SNP
TSC0034767. La secuencia completa de ADN no se reproduce, sélo la porcién
para demostrar la proyeccién (donde R indica el sitio variable).
A Cc A R GTGT 3°
CACA 5’
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Posicién de la proyeccién 4 3 2 1

[0354) Los nucledtidos observados para TSCOO34767 en Ia cadena
codificante (sense) 5' (aqul exhibido como la cadena supeﬁor) son citosina y
guanina. La segunda posicién en la proyeccién cormesponde la adenina que as
complementaria a la timidina. La tercera posicién en ia proyeccién corresponde
a la citosina que es complementaria a la guanina. El ddGTP fluorescentemente
marcado en la presencia de dCTP, dTTP, y dA TP, no marcados, se usa para
determinar la secuencia de ambos alelos.

[0355] En este caso, la segunda plantilla recoce ascendentement el sitio de
interés, y por lo tanto la reaccién de llenado ocurre en la cadena no codificante
(anti-sense) (aqul mostrado como la cadena inferior). Cualquiera, o el filamento
codificante o el filamento no codificante pueden ser llenados dependiendo si el
segunda plantilla que contiene el sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion tipo 1IS, recoce via ascendente o descendente del sitio de interés.
Mas adelante se muestra un esquemético de la proyecciébn 5' para SNP
TSC1130802 .

No se reproduce la secuencia de ADN completa, sdlo una porcién para

demostrar la proyeccién (donde R indica el sitio variable).

5' TTCAT
3' AAGTA R T C Cc
Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

[00101] Los nucledtidos observados para TSCI130902 en la cadena
codificante 5' son adenina y guanina. La segunda posicidn en la proyeccién
corresponde a una timidina, y la tercera posicién en la proyeccién corresponde

a dtosiné que es complementaria a la guanina.
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[0356] El ddGTP fluorescentemente marcado en la presencia del dCTP, el
dTTP, y el dATP no marcados, se usan para determinar la secuencia de ambos
alelos.
[00102] Mas adelante se muestra, un esquematico de la proyeccién 5' para
SNP TSC0597888. No se reproduce la secuencia entera de ADN, sélo la
porcién para demostrar la proyeccion (donde R indica el sitio variable).

T C T R ATTC ¥

TAAG &

4 3 2 1 Posicion de la proyeccion
[0357] Los nucledtidos observados para TSC0597888 en la cadena codificante
5' (aqul dibujado como la cadena superior) son citosina y guanina. La tercera
posicién en la proyeccién comresponde a la citosina que es complementaria a la
guanina.
El ddGTP fluorescentemente marcado en la presencia de dCTP, dTTP, y el dA
TP, no marcados, se utiliza para determinar la secuencia de ambos alelos.
[0358] Mas adelante se muestra un esquemdtico de la proyeccion 5' para SNP
TSC0607185. No se reproduce la secuencia de ADN entera, sdlo la porcion
para demostrar la proyeccion (donde R indica el sitio variable).

C C T R TGTC3

ACAG &'

4 3 2 1 Posicién de la proyeccion
[d359] Los nucledtidos observados para TSC0607185 en la cadena codificante
5' (aqul presentado como la cadena superior) son citosina y timidina. En este

caso, la segunda plantilla recoce ascendentemente el sitio de interés, lo que
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permite rellenar la cadena no codificants. La cadena no codificante (aqul
presentada como la cadena inferior) se rellenarad con guanina o adenina.

[0360] La segunda posicibn en [a proyeccion 5' es timidita, que es
complementaria a la adenina; y la tercera posicibn en la proyeccién
comresponde a citosina, la cual es complementaria a la guanina. El ddGTP
fiuorescentemente marcado en la presencia de dCTP, dTTP, y dA TP, no
marcados, se usa para determinar la secuencia de ambos alelos.

{0361] Mas adelante se muestra un esquemético de la proyeccién 5' para SNP
TSC0195492. No se reproduce la secuencia de ADN entera, sélo la porcién

para demostrar la proyeccion.

5 ATCT
3' TAGA R A C A
Pasicién de la proyeccién 1 2 3 4

[0382] Los nuclettidos observados en este sitio son citosina y guanina, en la
cadena codificante (aqul mostrada como la cadena superior). La segunda
posicién en la proyeccién 5' es adenina, que es complementaria a la timidina y
la tercer posicidn en la proyecciébn comesponde a la citosina, que es
complementario a la guanina.

El ddGTP fluorescentemente marcado en la presencia el dCTP, dTTP, y dATP,
no marcados, fue usado para determinar la secuencia de ambos alelos.

[0363] Como se demostrd anteriormente, la secuencia de ambos alelos de
los seis SNPs puede determinarse marcando con el ddGTP en la presencia
de dATP, dTTP, y dCTP, no marcados. Los siguientes componentes se
agregaron a cada reaccién de llenado: 1yl de ddGTP flourescentemente

marcado, 0.5ul de ddNTPs no marcados (40uM), el cual contenia todos los
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nucleétidos, excepto la guanina, 2pl de bafer secuenasa 10X, 0.25pl de
Secuenasa, y agua seglin la necesidad para una reaccién de 20ul. La
reaccién de llenado fue realizada a 40°C durante 10 minutos. El ddNTP
no-fluorescentemente marcado fue adquirido de Fermentas Inc. (Hannover,
MD). Todos los otros reactivos del marcado se obtuvieron de Amersham (el
Thermo Sequenase Dye Termminador Cycle Sequencing Core Kit EE.UU.
79565).

[0364] Después de marcar, cada Streptawell se enjuagdé con IX PBS
(100ul) tres veces. Los fragmentos de ADN rellenados fueron luego
liberados del Streptawells mediante la digestion con la enzima de
restriccion EcoRI, segin las instrucciones del fabricante, que se
proporcionaron con la enzima. La digestion fue realizada durante 1 hora a

37°C, con agitacion a 120 rpm.

Detacci6n del Sitio de Interés

[0385] Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, la muestra fue
cargada en una linea de gel de 36 centimetros 5% acrilamida (urea) (Bio
Whittaker Molecular Applications, Lone Ranger Run Gel Packs, catalogo
nimero 50691). La muestra fue sometida a electroféresis en gel a 3000 voltios,
durante 3 minutos. Ei gel se trabaj6 durante 3 horas en un aparato de
secuenciacién (Hoefer SQ3 Sequencer). El gel fue retirado del aparato y
examinado en el Typhoon 9400 Variable Mode Imager. El nucleétido marcado
incorporado se detectd por fluorescencia.

[0366] Como se muestra en la FIG. 11, la plantila ADN en las sendas 1y 2

para SNP TSC0837969, es homécigo para la adenina. La siguiente reaccion de
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llenado se esperaba que ocurriera, si el individuo fuera homécigo para la
adenina:
[0367] Homdcigo para la adenina en TSC 0837969:

5' TTAA A T G*

3'AATT T A C A

Posicién de la proyeccion 1 2 3 4

[0368] EI dATP no marcado fue incorporado en la primera posicién
complementaria a la proyeccion. El dTTP no marcado fue incorporado en la
segunda posicién complementaria a la proyeccién. El ddGTP marcado fue
incorporado en la tercera posicién complementaria a la proyeccién. Sélo una
banda fue observada, que emigré cerca a la posiciébn 46 del gel de acrilamida.
Esto indicé que esa adenina era el nucleétido rellenado en la posicién uno. Si el
nucleétido guanina hubiera sido llenado, una banda hubiera sido esperada en
la posicién 44.
[0369] Sin embargo, el templete ADN en las sendas 3 y 4 para SNP
TSCO0837969 era heterbcigo. Las siguientes reacciones de llenado fueron
esperadas si el individuo fuera hetercigo:

[0370] Heterdcigos en TSC08379689:

Alelo 1 5' TTAA G*
3'AATT C A Cc A
Posicion de la proyeccién 1 2
Alelo 2 S5TTAA A T G*
3'AATT T A C A
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4
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[0371] Se observaron dos bandas distintas; una banda comesponde a las
moléculas rellenas con ddGTP en la posicion 1 complementaria a la proyeccion
(el alelo G), y la segunda banda comesponde a moléculas rellenas con ddGTP
en la posicién 3 complementaria a la proyeccion (alelo A). Las dos bandas
fueron separadas con base en las diferencias de peso molecular, usando
electroféresis en gel. Un nucledtido ddGTP fluorescentemente marcado fue
usado para determinar que un individuo era heterdcigo en un sitio SNP. Este es
el primer uso de un solo nucledtido para detectar eficazmente la presencia de
dos alelos diferentes.

[0372] Para SNP TSC0034767, el templete ADN en las sendas 1 y 3 es
heterécigo para citosina y guanina, como se evidencia por las dos bandas
distintas. La banda inferior corresponde a ddGTP rellenado en la posicién 1
complementaria a la proyeccién. La segunda banda de peso molecular
ligeramente méas alto comesponde a ddGTP rellenado en la posicién 3,
indicando que la primera posicién en la proyeccidon estaba llena con dCTP no
marcado, lo que permitié a la polimerasa continuar incorporando nucleétidos
hasta que incorporara el ddGTP en la posicion 3, complementaria a la
proyeccion. El templete ADN en las sendas 2 y 4 era el homécigo para la
guanina, como lo evidenciado por una sola banda de peso molecular mas alto,
que si los ddGTP hubieran sido llenos en la primera posicidn complementaria a
la proyeccion.

[0373] Para SNP TSCI130802, la plantilla ADN en las sendas 1,2, y 4 es
homdcigo para la adenina en el sitio variable, como lo evidenciado por una sola
banda de peso molecular méas alta emigrando cerca de una posicién 62 en el

gel. El templete ADN en la senda 3 es heterdcigo en el sitio variable, como lo
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indica la presencia dos bandas distintas. La banda inferior correspondia a 177..

moléculas rellenadas con ddGTP en la posicion 1 complementaria a la

proyeccién (el alelo guanina). La banda de peso molecular mas alta

corespondid® a moléculas rellenadas con el ddGTP en la posicion 3

complementaria a la proyeccién (el alelo de adenina).

[0374] Para SNP TSC0597888, el templete ADN en las sendas 1 y 4 éra

homdcigo para la citosina en el sitio variable; 1a plantilla ADN en la senda 2 era

heterdcigo en el sitio variable, y el templete ADN en la senda 3 era homdcigo

para la guanina. Las esperadas reacciones de llenado estan diagramadas

enseguida:
[0375] Homécigo para la citosina:
Alelo 1 T Cc T G
G A
4 3 2 1

Alelo 2 T cC T G
G* A
4 3 2 1
[0376] Hombcigo para |la guanina:
Alelo 1 T C T c

G w
4 3 2 1
Alelo 2 T C T
145

ATTC 3
TAAG &

Posicién de la proyeccion

ATTC 3
TAAG 5'

Posicién de la proyeccién

ATTC ¥
TAAG &'

Posicién de la proyeccion

ATTC ¥
TAAG &'
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4 3 2 1 Posicién de la proyeccion

[0377] Heterdcigos para guanina/citosina:

Alelo 1 T C T G ATTC 3
G* A Cc TAAG &'

4 3 2 1 Posicién de la proyeccién
Alelo 2 T c T C ATTC 3’
G* TAAG 57

4 3 2 1 Posicion de |la proyeccién

[0378] El templete homdcigo de ADN para la guanina en el sitio variable
desplegd una sola banda que comrespondid a las moléculas ADN llenadas con
el ddGTP en la posicibn 1 complementaria a la proyeccién. Estas moléculas
ADN eran de peso molecular més bajo, comparado con las moléculas de ADN
llenadas con ddGTP en la posicién 3 de la proyeccion (vea senda 3 para SNP
TSC0597888). Las moléculas ADN diferlan en peso molecular por dos bases.
[0379] La plantilla homécigo de ADN para la citosina en el sitio variable
desplegd una sola banda que corresponde a las moléculas de ADN llenadas
con ddGTP en la posicion 3 complementaria a la proyeccién. Estas moléculas
de ADN emigraron a un peso molecular mas alto que las moléculas de ADN
rellenas con ddGTP en la posicion 1 (vea las sendas 1 y 4 para SNP
TSC0597888).

[0380] La plantilla hetertcigo de ADN en el sitio variable desplegé dos bandas,
una banda comespondi6 a las moléculas de ADN rellenadas con el ddGTP en

la posicion 1 complementaria a la proyeccion y era de bajo peso molecular, y la
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segunda banda correspondié a moléculas de ADN rellenadas con ddGTP en la
posicién 3 complementaria a la proyeccién, y era de peso molecular mas alto
(vea senda 3 para SNP TSC0597888).

[0381] Para SNP TSC0195492, el templete ADN en las sendas 1 y 3 era
heterdcigo en el sitio variable, lo que se demostrd por la presencia de dos
bandas distintas. El templete ADN en la senda 2 era el homécigo para la
guanina en el sitio variable. El templete ADN en la senda 4 era homdcigo para
la citosina. Sélo una banda fue observada en la senda 4 para este SNP, y tenfa
un peso molecular mas alto que las moléculas de ADN rellenas con ddGTP en
la posicion 1 complementaria a la proyeccion (compare sendas 2, 3 y 4).

[0382] Los alelos observados para SNP TSC0607185 fueron reportados como
citosina o timidina. Por consistencia, el consorcioc SNP denota los alelos
observados como éllos aparecen en la cadena codificante
(www.snp.schl.org/snpsearch.shtml); website activo a partir del 11 de febrero,
aflo 2003). Para este SNP, la segunda plantilla recocié ascendentemente el
sitio de interés, lo que pemitid que la reaccién de llenado ocurriera en la
cadena no codificante después de la digestion con BsmF .

[0383] El templete ADN en las sendas 1 y 3 era heterdcigo; el templete ADN en
la senda 2 era homécigo para la timidina, y el templete ADN en la senda 4 era
homécigo para la citosina. La cadena no codificante fue llenada con ddGTP, de
manera que el nucleétido en la cadena codificante cormespond(a a citosina.
[0384] Pueden usarse marcadores de peso molecular para identificar las
posiciones de las bandas esperadas. Alternativamente, para cada SNP
analizado, puede usarse una muestra conocida de heterdcigo, que identificara

precisamente la posicion de las dos bandas esperadas.
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[0385] Como esta demostrado en la FIG. 11, un nucledtido marcado con un
tinte fluorescente puede usarse para determinar la identidad de un sitio variable
que incluye pero no puede limitarse a SNPs y mutaciones nucleétidas sencillas.
Tipicamente, para determinar si un individuo es homécigo o heterdcigo a un
sitio SNP, son ejecutadas mililtiples reacciones usando un nucledtido marcado
con un tinte y un segunda nucledtidko marcado con un segundo tinte. Sin
embargo, esto introduce problemas comparando los resultados porque los dos
tintes tienen los coeficientes cuanticos diferentes. Aun cuando nucleétidos
diferentes se marcaran con el mismo finte, los coeficientes cuénticos son
diferentes. El uso de un solo nucleétido marcado con un tinte elimina cualquier
error de los coeficientes cuanticos de tintes diferentes.

[0386] En este ejemplo se usé ddGTP fluorescentemente marcado. Sin
embargo, el método es aplicable para un nucleétido marcado con cualquier
mitad generadora de sefial, incluido pero no limitado a molécula radiactiva,
molécula fluorescente, anticuerpo, fragmento del anticuerpo, hapteno, hidrato
de carbono, biotina, derivado de biotina, mitad fosforescente, mitad
luminiscente, mitad electro-quimico- luminescente, mitad croméatica, y mitad
que tienen una resonancia perceptible de giro de electrén, capacitancia
eléctrica, constante dieléctrica o conductibilidad eléctrica. Ademas, pueden
usarse ddATP, ddTTP, o ddCTP, marcados.

[0387] El ejemplo anterior usd la tercera posicion complementaria a la
proyeccidén como un indicador del segunda alelo. Sin embargo también puede
usarse, la segunda o cuarta posicion de la proyeccion (vea la Seccidn sobre
Incorporacion de Nucledtidos). Ademas, la proyeccion se generd con la enzima

BsmF | tipo IIS; sin embargo puede usarse cualquier enzima que fragmente
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ADN a una distancia de su sitio de enlazamiento, incluyendo pero sin limitarse 9 ¢
a las enzimas listadas en la Tabla I.
[0388] También, en el ejemplo anterior, el nucledtido inmediatamente
precedente del sitioc SNP era un guanina en la cadena que estaba llena. Esto
alimind ser removido cualquier efecto de las propiedades fragmentantes
altemativas de la enzima de restriccion tipo 1IS. Por ejemplo, en SNP
TSCO0837969, el nucledtido ascendente del sitio SNP en la cadena codificante
era una adenina. IfBsmF | desplegé las propiedades fragmentantes alternas,
las siguientes proyecciones se generarian para el alelo de adenina y el alelo de
la guanina:
Alelo G - 11/15 fragmento 5 TTA
3' AAT
Posicion de la proyeccion

T
0

Alelo G después de llenado 5'TTA A G

3' AAT T

0

-
N
W

Posicién de la proyeccién
Alelo A fragmento 11/15 5TTA
3' AAT

Posicién de la proyeccion

T A
0 2
Alelo A después de llenado 8 TTA A A T G*
3' AAT T A
0 2

Posicién de la proyeccién

[0389] Para el alelo de guanina, la primera posicién en la proyeccién se

rellenaria con el JATP lo que permitiria la polimerasa incorporar el ddGTP en la
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posicion 2 complementario a la proyeccion. No habria ninguna diferencia
perceptible entre las moléculas fragmentadas en la posicion 10/14 o las
moléculas fragmentadas en la posicién 11/15.

[0390] Para el alelo de adenina, la primera posicidon complementaria a la
proyeccién se rellenaria con el dATP, la segunda posicién se rellenaria con el
dATP, la tercera posicién se rellenaria con el dTTP, y la cuarta posicién se
rellenaria con el ddGTP. No habrla ninguna diferencia en los pesos
moleculares entre las moléculas fragmentadas a 10/14 o las moléculas
fragmentadas a 11/15. Las uUnicas referencias corresponderian a si las
moléculas de ADN contuvieran una adenina en el sitio variable o una guanina
en el sitio variable.

[0391] Como se vié en la FIG. 11, colocando la region del recocido de la
primera plantilla permite a maltiple SNPs ser analizados en una sola senda de
un gel. También, al usar el mismo nucledtido con el mismo tinte, puede
realizarse una reaccion sencilla de llenado. En este ejemplo, se analizaron 6
SNPs en una senda. Sin embargo, cualquier nimero de SNPs pueden
analizarse en una sola reaccion, que incluye pero se limita a 1,2,3,4,5,6, 7,8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30, 30-40,
41-50,51-60,61-70, 71-80,81-100, 101-120,121-140,141-160, 161-180, 181-
200, y superiores a 200.

[0392] Ademas, se puede mezclar un nucledtido marcado, utilizado para
detectar ambos alelos, con un segundo nucledtido marcado usado para
detectar un diferente juego de SNPs con tal de que ninguno de los nucleétidos
que estdn marcados ocumra inmediatamente antes del sitio variable

(complementario al nucleétido en la posicion 0 del fragmento 11/15). Por
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ejemplo, suponga que SNP X puede ser guanina o timidina en el sitio variable

y. tiene la siguiente proyeccién 5' generada después de la digestion con BsmF

I:
SNP X 10/14 5 TTGAC
Alelo G JAACTG

Posicién de la proyeccién

SNP X 11/15 5 TTGA
Alelo G JAACT

Posicién de la proyeccion

® SNP X 10/14 5' TTGAC
Alelo T 3' AACTG

Posicion de la proyeccién

SNP X 11/1% 5' TTGA
Alelo T JAACT

Posicién de la proyeccién

G
0

A
1

A
2

C
3

[0393] Después de la reaccion de lienado con ddGTP marcado, dATP, dCTP y

dTTP, no marcados, se generarian las siguientes moléculas:

SNP X 10/14 5TIGAC G*

Alelo G JAACTG C

Posicién de la proyeccion
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SNP X 11/15 5TIGA C G* [

Alelo G 3'AACT G C A C
Posicion de la proyeccién 0 1 2 3
SNP X 10/14 § TIGAC T T G*

Alelo T JAACTG A A C T
Posicion de la proyeccién 1 2 3 4
SNP X 11/15 5 TTGA C T T G*
Alelo T 3'AACT G A A Cc
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3

[0394] Ahora suponga que SNP Y puede ser adenina o timidina y puede tener

las proyecciones siguientes 5' generadas después de la digestion con BsmF |.

SNPY 10/14 § GTTT

Alelo A 3' CAAA T G T A
Posicién de la proyeccion 1 2 3

SNPY 11/15 § GTT

Alelo A 3' CAA A T G T
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3
SNP Y 10/14 5 GTTT

Alelo T 3' CAAA A G T A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
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SNPY 11/15 5'GTT
Alelo T 3'CAA A A G T
Posicién de la proyeccion 0 1 2 3
[0395] Después del llenado con ddATP marcado y dCTP, dGTP, y dTTP, no

marcados se generarian las siguientes moléculas:

SNP Y 10/14 5 GTTT A*

Alelo A FCAAA T G T A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
SNPY 11/15 5 GTT' T A"

Alelo A 3'CAA A T G T
Posicién de la proyeccién 0 1 2 3
SNP Y 10/14 5'GTTT T C A*

Alelo T 3°'CAAA A G T A
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
SNP Y 11/15 5GTT T T C A"
Alelo T 3 CAA A A G T
Posicion de la proyeccion 0 1 2 3

[0396] En este ejemplo, el ddGTP marcado y el ddATP marcado, se usan para
determinar la identidad de ambos alelos de SNP X y SNP Y respectivamente.

E! nuclestido inmediatamente precedente (el nucleétido complementario a la
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posicion 0 de la proyeccién del corte 11/15 SNP X no es guanina ni adenina en
la cadena que esta llena. Iguaiments, el nucledtido inmediatamente precedente
SNPY no es guanina ni adenina en la cadena que esta llena. Esto permite la
reaccidn de llenado para ambos SNPs ocurrir en una sola reaccién con el
ddGTP marcado, ddATP marcado, dCTP, dTTP, no marcados. Esto reduce el
ndmero de reacciones que necesitan ser realizadas y aumenta el nimero de
SNPs que pueden analizarse en una reaccion.

[0397] Pueden disefiarse las primeras plantillas para cada SNP para recocer a
diferentes distancias del sitio de interés, lo cual le permite al SNPs emigrar a
diferentes posiciones en el gel. Por ejemplo, la primera plantilla usada para
amplificar SNP X puede recocer a 30 bases del sitio de interés, y la primera
plantilla usada para amplificar SNP Y puede recocer a 35 bases del sitio de
interés. También, los nucledtidos pueden ser marcados con tintes fluorescentes
que emiten espectros que no se traslapan. Después de trabajar el gel, éste
puede ser examinado a una longitud de onda especifica para un tinte. Sélo
aquellas moléculas rotuladas con ese tinte emitirdn una sefial. El gel puede
luego ser examinado a la longitud de onda para el segundo tinte. Sélo Aquellas
moléculas marcadas con ese tinte emitirdn una sefial. Este método permite la
maxima compresién para el nimero de SNPs que pueden an.alizarse en una
sola reaccion.

[0398] En este ejemplo, el nucledtido que precede el sitio variable en la cadena
que fue llenada, no es adenina ni guanina. Este método puede trabajar con
cualquier combinacibn nucledtidos marcados, y el técnico experimentado
entenderia cuales reacciones de rotulacién pueden mezclarse y cuales no. Por

ejemplo, si un SNP se marca con la timidina y un segundo SNP se marca con
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la citosina, los SNPs pueden ser marcados en una sola reaccién, si el
nucledtido inmediatamente precedente a cada sitio variable no es timidina o
citosina en la cadena codificante y el nucledtido inmediatamente después del
sitio variable no es timidina ni citosina en la cadena codificante.

[0399] Este método permite que las sefiales de un alelo sean comparadas con
las sefiales de un segundo alelo, sin la complejidad adicional de determinar el
grado de fragmentacion altemante, o teniendo que corregir los coeficientes
cuénticos de los tintes. Este método es especialmente Gtil al intentar cuantificar
la proporcién de un alelo con respecto a otro. Por ejemplo, este método es atil
para detectar anormalidades cromosomaticas. La proporcion de alelos en un
sitio heterdeigo, se espera que sea sobre 1: 1 (un alelo A y un alelo G). Sin
embargo, si un cromosoma extra estd presente se espera que la proporcion
sea aproximadamente 1:2 (un alelo A y 2 alelos G o 2 alelos A y 1 alelo G).
Este método es especialmente (til al intentar detectar ADN fetal en la presencia
de ADN matemal.

[0400] Adem4s, este método es Gtil para detectar dos signos genéticos en una
muestra. Por ejemplo, este método puede detectar las células mutantes en la
presencia de células de tipo nativo (vea Ejemplo 5). Si una célula mutante
contiene una mutacidon en la secuencia de ADN de un gen particular, este
método puede usarse para detectar ambos: el signo mutante y el signo del tipo
nativo. Este método puede usarse para detectar fa secuencia dé ADN mutante
en presencia de la secuencia de ADN del tipo nativo. La proporcién de ADN
mutante al tipo ADN nativo puede ser cuantificada porque se usa un solo
nucleétido marcado con una mitad generadora de seilal.

EJEMPLO 5
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[0401] Los métodos no invasivos para el deteccién de varios tipos de cancer
tienen el potencial para reducir morbosidad y mortalidad de la enfermedad. Se
han desarrollado varias técnicas para el deteccion temprana de tumores del
colorectal incluso colonoscopia, anemas de bario, y sigmoidoscopia, pero estin
limitadas en el uso porque las técnicas son invasivas lo cual origina una
proporcién baja de conformidad del paciente. Las pruebas genéticas no
invasivas pueden ser (tiles identificando la fase temprana de los tumores
colorectales.

[0402] En 1991, investigadores identificaron el gen Coli Poliposis
Adenomatoso (Adenomatous Polyposis Coli) (APC) que desempefia un papel
ctitico en la formacién de tumores colorectales (KinzZler et al, Science
253:661.:665, 1991). El gen de APC reside en el cromosoma 5q21-22 y un total
de 15 exones codifican para una molécula de ARN de 8529 nucledtidos, lo cual
produce un 300 Kd de proteina APC. La proteina se expresa en numerosos
tipos celulares y es esencial para la adherencia celular.

[0403] Las mutaciones en el gen APC generalmente inician neoplasia
colorectal (Tsao, J. et al., Am, J. Pathol. 145:531-534, 1994). Aproximadamente
el 95% de las mutaciones en el gen APC resultan en mutaciones sin sentido/de
desfase. Las mutaciones mas comines ocurren en los codones 1061 y 1309;
las mutaciones de estos codones corresponden a 1/3 de todas las mutaciones
de la linea germinal. Con respecto a las mutaciones somaticas, el 60% ocurren
dentro de los codones 12868-1513, lo cual es aproximadamente 10% de la
secuencia codificadora. Esta regién es denominada la Regién de Acumulacién
de Mutacién (MCR). Numerosos tipos de mutaciones han sido identificados en

el gen APC, incluso substituciones del nucleétido (vea la Tabla Ill), errores de
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empalme (vea la Tabla IV), eliminaciones pequefias (vea la Tabla V),
inserciones pequefias (vea la Tabla VI), inserciones/eliminaciones pequefias
(vea la Tabla VIlI), eliminaciones mayores (vea la Tabla VIIl), inserciones
mayores (vea la Tabla |X), y reestructuraciones complejas (vea la Tabla X).
[0404] Investigadores han intentado identificar las células que albergan
mutaciones en el gen de APC en muestras coprolégicas (Traverso, G. et al.,
New England Joumal of Medicine, Vol. 346:311-320, 2002). Mientras las
mutaciones de APC se encuentran en casi todos los tumores,
aproximadamente 1 en 250 células en la muestra coprolégica tiene una
mutacién en el gen APC; la mayoria de las células son células normales que se
han vertido en los excrementos. Ademés, el ADN humano representa alrededor
de una-billonésima del ADN total encontrado en las muestras coproldgicas; la
mayoria de ADN es bacteriana. La técnica empleada por Traverso ef al., solo
detecta las mutaciones que resultan en una proteina truncada.

[0405] Como se discutid anteriormente, numerosas mutaciones en el gen
APC, han sido implicadas en el formacién de tumores colorectales. Por lo tanto,
alll todavia existe la necesidad de una técnica no invasiva, altamente sensible,
para la deteccidn de tumores colorectales.

Mas adelante se describen los métodos para la deteccién de dos mutaciones
en ol gen APC. Sin embargo, puede analizarse cualquier nimero de
mutaciones usando los métodos descritos aqul. Preparacién del Templete ADN
[0406] El templete ADN se purifica de una muestra que contiene células del
colon, que incluyen pero no se limitan a una muestra de heces. El templete
ADN se purifica usando los procedimientos descritos por Ahlquist et al.

(Gastroenterology, 119:1219-1227, 2000). Si las muestras fecales estan
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congeladas, dichas muestras se descongelan a la temperatura ambiental, y se
homogeneizan con un Exactor stool shaker (Exact Laboratories, Maynard,
Mass.) después de la homogeneizacién, un equivalente a 4 gramos de materia
fecal de cada muestra se centrifuga a 2536 x g durante 5 minutos. Las
muestras se centrifugan una segunda vez a 16.500 x g durante 10 minutos. Se
incuban los sobrenadantes con 20 yl de RNase (0.5 mg por mililitro) durante 1
hora a 37°C. El ADN se precipita con 1/1 0 volumen de 3 moles de acetato de
sodio por litro y un volumen igual de isopropancol. El ADN se disuelve en 5 ml
de TRIS-EDTA (0.01 mol de Tris por litro (pH 7.4) y 0.001 mol de EDTA por
litro.
Disefio de Plantillas
[0407] Para determinar si una mutacién reside en el codén 1370, se usan las
siguientes plantitias:

Primera plantilla:
5'GTGCAAAGGCCTGAATTCCCAGGCACAAAGCTGTTGAAS'

Segunda plantilla:
5' TGAAGCGAACTAGGGACTCAGGTGGACTT
[0408] La primera plantilla contiene una marcador de biotina en el terminal &', y
la secuencia nucleStida para la enzima de restriccion EcoRl. La segunda
plantilla contiene la secuencia del nucledtido para la enzima de restriccién
BsmF .
[0409] Para determinar si existe una pequefia eliminacién en el codén 1302, se
usan las siguientes plantillas:

Primera plantilla:

5" GATTCCGTAAACGAATTCAGTICATTATCATCTTTGTC 3'
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Segunda plantilla:
5' CCA TTGTTAAGCGGGACTTCTGCTUNTTTG &'
[0410] La primera plantilla tiene una marcador de biotina en el terminal ' y
contiene un sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion para EcoRl. La
segunda plantila contiene un sitic de reconocimiento de la enzima de

restriccion para BsmF |.

Reaccién de PCR
[0411] Se amplifican los sitios de interés del templete de ADN gentmico
usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, U.S. Patente. 4.683.185
y 4.683.202, aqui incorporado para referencia). Se amplifican los sitios de
interés en tubos de reaccién separados; también se pueden amplificar juntos
en una sola reaccién de PCR. Para incrementar la especificidad, se usa una
reaccién PCR “inicio caliente”, por ejemplo usando el HotStarTaq Master Mix
Kit proporcionado por QIAGEN (catdlogo nimero 203443). La cantidad de
templete ADN y plantilla por reaccién son optimizados para cada sitio de
interés, pero en este ejemplo son utilizados 40 ng de templete ADN gendmico
humano y 5uM de cada plantilla. Se efectlian cuarenta ciclos de PCR. Se usan
las siguientes condiciones de PCR:

(1) 95°C durante 15 minutos y 15 segundos;

(2) 37°C durante 30 segundos;

(3) 95°C durante 30 segundos;

(4) 57°C durante 30 segundos;

(5) 95°C durante 30 segundos,

(6) 64°C durante 30 segundos;
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(7) 95°C durante 30 segundos;

(8) repite los pasos 6 y 7 treinta nueve (39) veces;

(9) 72°C durante 5 minutos.
[0412] En el primer ciclo de PCR, la temperatura del recocido esta alrededor de
la temperatura de fusion de la region de recocido 3' de las segundas plantillas,
que es 37°C. La temperatura de recocido en el segunda ciclo de PCR esta
alrededor de la temperatura de fusién de la regién 3' que recoce el templete
ADN de la primera plantilla, que es 57°C. La temperatura de recocido en el
tercer ciclo de PCR estad cerca a la temperatura de fusién de la secuencia
entera de la segunda plantilla que es 84°C. La temperatura del recocido
durante los ciclos restantes es 64°C. Se mejora grandemente la especificidad
realizando una escalada de la temperatura de recocido de TMI 2a TM2 a TM3 en
los primeros tres ciclos de PCR. Estas temperaturas de recocido son
representativas, y el técnico experimentado entiende que las temperaturas del
recocido durante cada ciclo son dependientes de las plantillas especificas
utilizadas.
[0413] Las temperaturas y los tiempos para desnaturalizaciéon, templando, y
axtension, se perfeccionan probando varias escenas y usando los parametros

que rindan los mejores resultados.

Purificacién del Fragmento que Contiene el Sitio de Interés

[0414] Los productos de PCR son separados del templete de ADN genémico.
Cada producto PCR es dividido en cuatro pozos de reaccién separados de un
placa transparente, Streptawell, High Bind plate from Roche Diagnostice GmbH

(catdlogo nimero 1 645 692, como aparece listado en Roche Molecular
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Biochemicals, 2001 Biochemicals Catalog). Las primeras plantillas contienen
una marcador 5 biotina de modo que los productos de PCR se ligan a los
pozos recubiertos de Estreptavidina mientras el templete del ADN genémico no
lo hace. La reaccién de ligado de estreptavidina se ha realizado usando un
Thermomixer (Eppendorf) a 1000 rpm durante 20 minutos a 37°C. Cada pozo
se aspira bien para remover el material no ligado, y se lava tres veces con IX
PBS, con mezclado suave (Kandpal et al., Nucl. Acids Res. 18:1789-1795
(1990); Kaneoka et al., Biotechniques 10:30-34 (1991); Green et al., Nucl.
Acids Res. 18:6163-6164 (1990)).

[0415] Alternativamente, los productos de PCR se colocan en un solo pozo de
una placa de estreptavidina para efectuar la reaccion de incorporacién del

nucleétido en un solo pozo.

Digestidén de la Enzima de Restriccién de Fragmentos Aislados que Contienen
Sitios de Interés

[0416] Los productos purificados de PCR se digieren con la enzima de
restriccion BsmF | (New England Bioiabs catidlogo nimero R0572S) que
enlaza al sitio de reconocimiento incorporado en los productos PCR de la
segunda plantilla. Las digestiones se realizan en Streptawells siguiendo las
instrucciones proporcionadas con la enzima de la restriccion. Después de la
digestién con la enzima de restriccion apropiada, los pozos se lavan tres veces

con PBS para remover los fragmentos de la ruptura.

Incorporacion del Nucleétido Marcado
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[0417] La digestibn de la enzima de restriccion descrito antes, rinde un
fragmento ADN' con una proyeccién 5 que contiene el sitio de interés y un
terminal de receso 3.

La proyeccién 5' funciona como un templete que permite la incorporacién de un
nucleétido o nucledtidos en la presencia de un polimerasa de ADN.

[0418] Para cada sitio de interés, son realizadas cuatfo reacciones separadas
de llenado; cada una de las cuatro reacciones contiene un ddNTP
fluorescentemente diferente marcado (ddATP, ddTTP, ddGTP, o ddCTP). Los
siguientes componentes se agregan a cada reacciéon de llenado: 1yl de un
ddNTP fluorescentemente marcado, 0.5ul de ddNTPs no marcados (40uM),
que contiene todos los nucledtidos excepto el nucledtido que es
fluorescentemente marcado, 2ul de bifer secuenasa 10X, 0.25ul de
secuenasa, y agua, segln la necesidad para una reaccion 20pl. El llenado se
efectla en reacciones a 40°C durante 10 minutos. El ddNTP no
fluorescentemente marcado se obtiene de Fermentas Inc. (Hannover, MD).
Todos los otros reactivos de marcado se obtienen de Amersham (Thermo
Sequenase Dye Terminador Cycle Core Kit, EE.UU. 79565). En la presencia
de ddNTPs fluorescentemente marcados, el receso 3' se extiende una base, lo
que corresponde al sitio de interés.

[0418] También puede usarse una mezcla de ddNTPs marcados y dNTPs no
marcados para la reaccién de llenado. Las condiciones de “llenado® son como
se describi6é anteriorments, excepto que se usa una mezcla que contiene 40uM
dNTPs no marcados, 1pl ddATP fluorescentemente marcado,ipl ddTTP
fluorescentemente marcado, Iyl ddCTP fluorescentemente marcado, y 1pl

ddGTP. Los ddNTPs fluorescentes se obtienen de Amersham (Thermo
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Sequenase Dye Termminador Cycle Sequencing Core Kit, EE.UU. 79585;
Amersham no publica las concentraciones de los nuclettidos fluorescentes). El
sitio de interés se digiere con la enzima de restriccién BsmF |, lo que genera la
proyeccidon 5' de cuatro bases. Si el primer nucleétido incorporado es un
ddNTP marcado, el terminal de receso 3" es llenado por una base, permitiendo
la deteccion del sitio de interés. Sin embargo, si el primer nucleétido
incorporado es un dNTP, la polimerasa continlia incorporando nucleétidos
hasta que un ddNTP esté lleno. Por ejemplo, los primeros dos nucledtidos
pueden rellenarse con dNTPs, y el tercer nucledtido con un ddNTP,
permitiendo la deteccién del tercer nucledtido en la proyeccién. Asl, la
secuencia de la proyeccion entera 5' es determinada, lo que aumenta la
informacién obtenida de cada SNP o sitio de interés. Este tipo de reaccién de
llenado es especialmente Util pafa detectar la presencia de inserciones,
eliminaciones, inserciones, eliminaciones, reestructuraciones, y
translocaciones.

[0420] Alternativamente, un nucledtido marcado con un solo tinte se usa para
determinar la secuencia del sitio de interés. Vea el Ejemplo 4. Este método
elimina cualquier error potencial al usar tintes diferentes que tienen diferentes
coeficientes cuanticos.

[0421] Después de marcar, cada Streptawell se enjuaga con IX PBS (100pl)
tres veces. Los fragmentos de ADN “Llenados” son liberados del Streptawells
mediante la digestibn con la enzima de restriccion EcoRl, segln las
instrucciones del fabricante que se proporcionan con la enzima. La digestion es

realizada durante 1 hora a 37°C con agitacién a 120 rpm.
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Deteccion del Sitio de Interés

[0422] Después de la liberacién de la matriz de estreptavidina, la muestra es
cargada en una senda de unos 36 centimetros 5% gel acrilamida (urea) (Bio
Whittaker Molecular Applications, Lone Ranger Run Gel Packs, catalogo
niamero 50691). La muestra es sometida a electroféresis en el gel a 3000
voltios, durante 3 minutos. El gel se trabaja durante 3 horas usando un aparato
de secuenciacion (Hoefer SQ3 Sequencer). El nucleétido marcado incorporado
se detecta mediante la fluorescencia.

[0423] Para determinar si alguna célula contiene mutaciones en el codén 1370
del gen de APC cuando se efactian reacciones separadas de llenado, se
analizan las sendas del gel a que corresponde la reaccién de llenado para el
ddATP y ddTTP. Si sélo estan presentes células normales, la senda que
corresponde a la reaccién de llenado con el ddATP es una sefial brillante.
Ningtna sefial se detecta para la reaccion de "llenado” con ddTTP. Sin
embargo, si la muestra del paciente contiene células con mutaciones en el
coddn 1370 del gen de APC, la senda que coresponde a la reaccién de
llenado con el ddATP es una sefial brillante, y una sefial es detectada de la
senda comespondiente a la la reaccion de llenado con ddTTP. La intensidad de
la sefial de la senda que corresponde a la reaccion de llenado con el ddTIP es
indicativa del nimero de células mutantes en la muestra.

[0424] Alternativamente, un nucleétido marcado es usado para determinar la
secuencia de alelos en el codén 1370 del gen de APC. En el codén 1370, la
secuencia normal es AAA que codifica para lisina aminodcida. Sin embargo,
una substitucién del nuclestido se ha identificado en el codén 1370 que esta

asociado con tumores colorectales.
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Especificamente, un cambio de A a T (AAA - TAA ) tipicamente se encuentra
en el codén 1370, lo que resulta en un codon de detencién. Una sola reaccién
de llenado es realizada usando ddATP marcado, y dTTP, dCTP, dGTP no
marcados. Se usa un solo nucledtido marcado con un tinte fluorescente para
determinar la presencia de ambos: la secuencia normal y mutante de ADN que
codifica para codén 1370. La secuencia relevante de ADN se transcribe més
adelante, con la secuencia que comesponde al codén 1370 en letras
resaltadas:

5' CCCAAAAGTCCACCTGA

3 GGGTTTTCAGGTGGACT

[0425] Después de la digestion con BsmF |, se produce la siguiente

proyeccién:
5' CCC
3' GGG T T T T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

[0426] Si la muestra del paciente no tiene ninguna célula que alberga una
mutacién en el codon 1370, se observa una sefial comespondiente a la
incorporacién del ddATP marcado.

5CCC A"

3' GGG T T T T
Pasicién de la proyeccion 1 2 3 4
[0427] Sin embargo, si la muestra del paciente tiene células con mutaciones
en el coddn 1370 del gen APC, se observa una sefial que comesponde a la

secuencia nomal en el codén 1370 y se observa una segunda seflal que
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comesponde a la secuencia mutante en el codén 1370. Las seflales se

identifican claramente por cuanto éllas difieren en el peso molecular.

Proyeccion de la secuencia nomalde ADN: CCC

GGG T T T
Posicion de la proyeccién 1 2 3
Secuencia de ADN normal después del llenado: CCC A"
GGG T
T T
Posicién de la proyeccién 1 2
Proyeccion de la secuencia mutante de ADN: CCC
GGG A T
Posicién de la proyeccién 1 2
Secuencia mutante de ADN después del llenado: CCC T A*
GGG A T
Posicién de la proyeccién 1 2

T

T
3

T
4

[0428] Se observan dos sefiales cuando el alelo mutante estd presente. Las

moléculas de ADN mutante estén llenas en una base después del tipo nativo

de moléculas ADN. Las dos sefiales son separadas usando cualquier método

que discrimine con base en el peso molecular.

Se usa un nucledtido marcado (ddATP) para detectar la presencia de ambos: la

secuencia de ADN tipo nativo y la secuencia de ADN mutante. Este método de

marcado reduce el nimero de reacciones que necesitan ser realizadas y

permite la cuantificacion exacta para el nimero de células mutantes, en la

muestra del pacients. El nimero de células mutantes en la muestra se usa para

determinar la prognosis del paciente, el grado y la severidad de la enfermedad.
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Este método de marcar elimina las complicaciones asociadas con usar 2 y
diferentes tintes que tienen los coeficientes cuantitativos distintos. Este método
de marcar también elimina errores asociados con las reacciones del proceso de
pipetas.
[0429] Para determinar si alguna célula contiene mutaciones en el codén 1302
del gen de APC, cuando se realizan reacciones separadas de lienado, se
analizan las sendas del gel que comesponden a la reaccion de llenado para
ddTTP y ddCTP. La secuencia de ADN normal se describe més adelante, en
letra més oscura, con secuencia que codifica para codén 1302.
Secuencia Nomal: §' ACCCTGCAAATAGCAGAA

3' TGGGACGTT TATCGTCT T

[0430] Después de digestion, se produce ia siguiente proyeccion 5"

5'ACCC
3 TGGG A C G T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

[0431] Después de la reaccién, el ddTTP marcado es incorporado.

5 ACCC T
3 TGGG A C G T
Posicion de la proyeccion 1 2 3 4

[0432] Una eliminacién de una sola base de la secuencia APC, la cual
tipicamente codifica para codén 1302, ha sido asociada con los tumores
colorectales. La secuencia de ADN mutante se muestra enseguida con la
secuencia pertinente en negrita:
Secuencia Mutante:5' ACCCGCAAATAGCAGAA

3' TGGGCGTITATCGTCTT
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Después de Digerir:

5 ACC
3TGG G
Posicion de la proyeccion 1

Después de llenado:

5'ACC C*
3 TGG G
Posicién de la proyeccion 1

[0433] Si no hay ninguna mutacién en el gen de APC, no se detecta ninguna
sefial para la reacién de llenado con el ddCTP*, pero para la reaccién de
llenado con el ddTTP *. si se detecta una sefial brillante. Sin embargo, si hay
células en la muestra del paciente que tengan mutaciones en el gen de APC,
se observan sefiales para las reacciones de llenado con el ddCTP * y ddTTP *.

[0434] Alternativamente, una sola reaccién de llenado es realizada usando una
mezcla que contiene dNTPs no marcados, ddATP fluorescentemente marcado,
ddTTP fluorescentemente marcado, ddCTP fluorescentemente marcado, y

ddGTP fluorescentemente marcado. Si ni existe ninguna eliminacion, el ddTTP

marcado es incorporado.
5' ACCC T*
I TGGG A Cc

Posicion de la proyeccion 1 2

[0435] Sin embargo, si el T ha sido anulado, el ddCTP marcado * es

incorporado.
5ACC c*
I TGG G

G
3
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Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

[0436] Los dos signos estdn separados por el peso molecular debido a la
eliminacion del nucledtido de la timidina. Si las células mutantes estén
presentes, dos sefiales son generadas en la misma senda, pero estan
separadas por un solo par de bases (este principio se demuestra en FIG. 9D.
La eliminacién causa un cambio en el peso molecular de los fragmentos ADN,
lo que permite utilizar una sola reaccién de llenado para detectar la presencia
de células normales y mutantes.

[0437] En el ejemplo anterior se describen los métodos para la deteccién de
una substitucidon de nucleétido y una eliminacién pequefia. Sin embargo, los
métodos usados para la deteccién de cualquier tipo de mutacidn que incluye
pero no se limita a substituciones del nucleétido (vea la Tabla Ill), traslapo de
errores (vea la Tabla IV), eliminaciones pequefias (vea la Tabla V), inserciones
pequefias (vea la Tabla VI), inserciones/eliminaciones pequefias (vea la Tabla
VIl), eliminaciones mayores (vea la Tabla VIll}, inserciones mayores (vea la
Tabla 1X), y reestructuraciones complejas (vea la Tabla X).

[0438] Los métodos antes descritos se usan para la deteccion de cualquier
tipo de enfermedad, que incluye pero no se limita a aquéllas listadas en la
Tabla Il. Ademas, cualquier tipo de gen mutante se detecta usando las
invenciones descritas aqul, incluyendo pero sin limitar a los genes asociados
con las enfermedades listadas en la Tabla |l, BRCAl, BRCA2, MSH6, MSH2,
MLHI, RET, PTEN, ATM, H-RAS, p53, ELAC2, CDHI, APC, AR, PMS2, MLH3,
CYP1A1, GSTP1, GSTM1, AXIN2, CYP19, MET, NAT1, CDKN2A, NQOI, trc8,
RAD5I, PMS1, TGFBR2, VHL, MC4R, POMC, NROB2, UCP2, PCSK1,
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PPARG, ADRB2, UCP3, glur1, cart, SORBS1, LEP, LEPR, SIM1, TNF, IL-6, IL-
l, IL-2, IL-3, IL1A, TAP2, THPO, THRB, NBS1, RBM15, LIF, MPL, RUNXI, Her-
2, receptor glucocorticoide, recaptor estrdgeno, receptor tiroideo, el p21, p27,
K-RAS, N-RAS, proteina retinoblastoma, gen Wiskotl-Aldrich (WAS), Factor V
Leiden, Factor Il (protrombina), metileno tetrahidrofolato reductasa, fibrosis
quistica, receptor LDL, receptor HDL, gen de la superéxido dismutasa, gen
SHOX, genes involucrados en [a regulacién éxido nitrica, genes involucrados
en la regulacién del ciclo celular, genes supresores de tumores, oncogenes,
genes asoclados con la neurodegeneracién, genes asociados con la obesidad.
Las abreviaciones comesponden a las protelnas como aparecen listadas en la
Base de datos de Human Gene Mutation, el cual se incorpora al presenta para
referencia (www.archive.uwcm.ac.uk/uwcm) direccion del website activa a
partir del 12 de febrero, afio 2003).

[0439] El ejemplo anterior demuestra la deteccién de células y alelos mutantes
de una muestra fecal. Sin embargo, los métodos descritos aqul se usan para el
deteccion de células mutantes de cualquier muestra bioldgica que incluye pero
no se limita a muestras de sangre, muestras de suero, muestras de plasma,
muestra de orina, fluldo espinal, fluldo linfatico, semen, secrecién vaginal,
fluldo ascitico, saliva, secrecién de la mucosa, fluido peritoneal, muestra fecal,
exudados corporales, fluldo del seno, aspirados pulmonares, células, tejidoé.
células individuales o extractos de tales fuentes que contienen el &cido nucléico
del mismo, y estructuras subcellulares como mitocondria o cloroplasto.
Adicionalmente, se usan los métodos descritos aqul para la deteccién de

células mutantes y ADN mutado de cualquier nimero de acido nucléico que
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contiene fuentes que incluyen pero se no limitan a muestras forenses, comida,
muestras arqueoldgicas, agricolas o inorganicas.
[0440] Los ejemplos anteriores son dirigidos a la detecciéon de mutaciones en el
gen de APC. Sin embargo, las invenciones descritas aqul dentro se usan para
la deteccién de mutaciones en cualquier gen que esté asociado con o que
predisponga a enfermad (vea la Tabla Xl).
[0441] Por ejemplo, la hipermetilacién del glutatién S-transferasa P1 (GSTP1)
es el promotor mas comiin de la alteracién de ADN en el cédncer de préstata. El
estado de metilacién del promotor se determina usando bisulfito de sodio y los
métodos descritos aqul.
[0442] EI tratamiento con el bisulfito de sodio convierte los residuos de la
citosina no metilada en uracilo, dejando las citosinas metiladas sin ninguna
alteracién. Usando los métodos descritos aqul, se disefia una primera y
segunda plantillas para amplificar las regiones del GSTP1 promotor, que son a
menudo metiladas. Enseguida se muestra una regién del GSTP1 promotor
antes del tratamiento del bisulfito de sodio:
[0443] Antes del tratamiento de Bisulfito de Sodio:

5' ACCGCTACA

3' TGGCGATCA
[0444] Enseguida se muestra una regién del GSTP1 promotor despuéas del
tratamiento del bisulfito de sodio, amplificacion de PCR, y digestién con la
enzima de restriccion BsmF |, tipo IIS:
No Metilada

5'ACC

3'TGG 1) G A T
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Posicién de la proyaccion 1 2 3 4

Metilada

5 ACC

3' TGG Cc G A T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4

[0445] Se usan ddATP marcados, dCTP, dGTP, y dTTP no marcados, para

llenado de las proyecciones 5'. Se generan las moléculas siguientes:

No Metiladas

5'ACC A*

I TGG U G A T
Posicién de la proyeccién 1 2 3 4
Metilada

5' ACC G C T A

3 TGG C G A T
Posicién de la proyeccidn 1 2 3 4

[0446] Se observan dos sefiales; una comresponde a moléculas ADN llenadas
con ddATP en la posicién uno, complementaria a la proyeccién (no metilado), y
el otro corresponde a las moléculas de ADN rellenas con ddATP en la posicion
4 complementaria a la proyeccion (metilado). Las dos sefiales son separadas
con base en el peso molecular. Altemativamente, las reacciones de llenado son
realizadas en reacciones separadas usando el ddGTP marcado en una
reaccién y el ddATP marcado en otra reaccion.

[0447] Los métodos descritos aqul se usan para deteccién del cancer de la

préstata y también para supervisar la progresion y severidad de la enfermedad.
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El uso de un solo nucledtido para detectar las secuencias metiladas y no
metiladas permite la cuantificacion exacta y mantiene un alto nivel de
sensibilidad para las secuencias matiladas, lo cual es til para la deteccién mas
temprana de la enfermedad.

[0448] La informacién contenida en las Tablas Ill-X se obtuvo del |a Base de
datos Human Gene Mutation. Con la informacién proporcionada aqul, el técnico
experimentado entenderd como aplicar estos métodos para determinar la
secuencia de alelos para cualquier gen. Un nimero grande de genes y sus
mutaciones asociadas pueden encontrarse en el siguiente website: \

vww.archive. uwcm.ac. uk. / uwem.

TABLA lII;
SUBSTITUCIONES DE NUCLEOTIDO

Codon |Nucleétido | Aminoacido | Fenotlipo

89 CGG-TGG |Arg-Trp Coli poliposis adenomatoso
121 AGA-TGA |Arg-Temm Coli poliposis adenomatoso
157 TGG-TAG | Trp-Term Coli poliposis adenomatoso
159 TAC-TAG | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
163 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
168 AGA-TGA |Amg-Term Coli poliposis adenomatoso
171 AGT-ATT | Ser-lle Coli polipasis adenomatoso
181 CAA-TAA | GIn-Term Call polipasis adenomatoso
180 GAA-TAA |Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
202 GAA-TAA |Glu-Tem Coli poliposis adenomatoso
208 CAG-CGG | Gin-Arg Coli polipasis adenomatos
208 CAG-TAG |GiIn-Term Coll poliposis adenomatoso
213 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
215 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
216 CGA-TGA |Arg-Temm Coli poliposis adenomatoso
232 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
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233 CAG-TAG |GiIn-Term Coli poliposis adenomatoso
247 CAG-TAG | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
267 GGA-TGA |Gly- Term Coli poliposis adenomatoso
278 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
280 TCA-TGA | Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
280 TCA-TAA | Ser- Term Coll poliposis adenomatoso
283 CGA-TGA |Arg- Term Coli poliposis adenomatoso
302 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
332 CGA-TGA |Arg-Tem Coli poliposis adenomatoso
358 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
405 CGA-TGA | Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
414 CGC-TGC | Arg-Cys Coli poliposis adenomatoso
422 GAG-TAG | Glu- Term Cali poliposis adenomatoso
423 TGG-TAG | Trp- Term Coli poliposis adenomatoso
424 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
433 CAG-TAG |GiIn-Term Caoli poliposis adenomatoso
443 GAA-TAA | Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
457 TCA-TAA Ser-Term Coll poliposis adenomatoso
473 CAG-TAG |GIn-Term Coll poliposis adenomatoso
488 TAC-TAG |Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
499 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
500 TAT-TAG Tyr- Term Coli poliposis adenomatoso
541 CAG-TAG |Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
5§53 TGG-TAG | Trp-Term Coll poliposis adenomatoso
554 CGA-TGA | Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
564 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
577 TTA-TAA Leu- Term Coli poliposis adenomatoso
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586 AAA-TAA Lys-Term Coli poliposis adenomatoso
592 TTA-TGA. |Leu- Term Coli poliposis adenomatoso
583 TGG-TAG | Trp-Term Coli poliposis adenomatoso
593 TGG-TGA |Trp-Term Coll poliposis adenomatoso
622 TAC-TAA | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
625 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
629 TTA-TAA Leu-Term Coli poliposis adenomatoso
650 GAG-TAG | Glu- Term Coli poliposis adenomatoso
684 TTG-TAG |Leu-Term Coli poliposis adenomatoso
685 TGG-TGA | Trp- Term Coli poliposis adenomatoso
695 CAG-TAG | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
699 TGG-TGA | Trp-Term Coli poliposis adenomatoso
699 TGG- TAG | Trp-Tem Coli poliposls adenomatoso
713 TCA-TGA | Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
722 AGT-GGT | Ser-Gly Coli poliposis adenomatoso
747 TCA-TGA | Ser- Term Coli poliposis adenomatoso
764 TTA-TAA | Leu-Term Coli poliposis adenomatoso
784 TCT-ACT | Ser-Thr Coli poliposis adenomatoso
805 CGA-TGA | Arg Term Coli poliposis adenomatoso
811 TCA-TGA | Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
848 AAA-TAA | Lys-Term Coli poliposis adenomatoso
876 CGA-TGA | Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
879 CAG-TAG | Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
893 GAA- TAA | Glu-Term Coli poliposls adenomatoso
932 TCA-TAA | Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
932 TCA-TGA | Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
935 TAC-TAG | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
935 TAC-TAA | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
985 TGC-TGA | Cys- Tarm | Coli poliposis adenomatoso
997 TAT-TAG | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
999 CAA-TAA | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
1000 TAC-TAA | Tyr- Term Coli polinosis adenomatoso
1020 GAA-TAA | Glu-Term Caoli poliposis adenomatoso

1032 TCA-TAA | Ser-Tem Coli poliposis adenomatoso

1041 CAA-TAA | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso

1044 TCA-TAA | Ser-Term Coll poliposis adenomatoso

1045 CAG-TAG | Gin-Term Coll poliposis adenomatoso

1049 TGG- TGA | Trp-Term Coll poliposis adenomatoso

10687 CAA- TAA | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso

1071 CAA-TAA | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso

1075 TAT-TAA | Tyr- Term Coli poliposis adenomatoso

1075 TAT-TAG | Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso

1102 TAC-TAG | Tyr-Tem Caoll poliposls adenomatoso
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1110 TCA-TGA | Ser- Term Coli poliposis adenomatoso
1114 CGA- TGA | Arg-Tern Coli poliposis adenomatoso
1123 CAA-TAA | GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
1135 TAT-TAG | Tyr- Term Coll pollposis adenomatoso
1152 CAG-TAG | Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
1155 GAA-TAA | Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
1168 GAA-TAA | Glu-Term Coll poliposis adenomatoso
1175 CAG-TAG | Gin-Term Coll poliposis adenomatoso
1176 CCT-CTT | Pro-Leu Coll poliposis adenomatoso
1184 GCC-CCC | Ala-Pro Coli poliposis adenomatoso
1193 CAG-TAG | Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
1194 TCA-TGA | Ser- Term Cali poliposis adenomatoso
1198 TCA-TGA |Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
1201 TCA-TGA |Ser-Term Adenomatous polyposi coli
1228 CAG-TAG |GIn-Term Adenomatouspolyposis coli
1230 CAG-TAG | GIn-Tem Coli poliposis adenomatoso
1244 CAA-TAA |GIn-Temm Coli poliposis adenomatoso
1249 TGC-TGA |Cys-Term | Coli poliposis adenomatoso
1256 CAA-TAA |GIn-Term Coll poliposis adenomatoso
1262 TAT-TAA Tyr-Term Coli poliposis adenomatoso
1270 |TGI-TGA |Cys-Term | Adnomatous polyposis coll
1278 TCA-TGA | Ser- Term Caoli poliposis adenomatoso
1278 TCA-TAA | Ser- Term Coli poliposis adenomatoso
1288 GAA-TAA | Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
1289 TGT-TGA |[Cys-Term | Coll poliposis adenomatoso
1284 CAG-TAG |Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
1307 ATA-AAA |lle-Lys Céancer colorectal, predisposicion asociacién
1308 GAA-TAA |Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
1317 GAA-CAA | Glu-Gin Cancer Colorectal, predisposicion
1328 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
1338 CAG-TAG |GiIn-Term Coll poliposis adenomatoso
1342 TTA-TAA Leu- Term Coli poliposis adenomatoso
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1342 TTA-TGA |Leu- Term Coli poliposis adenomatoso
1348 AGG-TGG |Arg-Trp Coli poliposis adenomatoso
1357 GGA-TGA |Gly-Term Coli poliposis adenomatoso
1367 CAG-TAG |Gin-Term Coll poliposis adenomatoso
1370 AAA-TAA |Lys-Term Cali poliposis adenomatoso
1392 TCA-TAA | Ser- Term Coli poliposis adenomatoso
1392 TCA- TGA, |Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
1397 GAG-TAG |Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
1449 AAG-TAG |Lys- Term Coli poliposis adenomatoso
1450 CGA-TGA |Arg-Term Coli poliposis adenomatoso
1451 GAA-TAA | Glu-Term Caoli poliposis adenomatoso
1503 TCA-TAA | Ser-Term Coll poliposis adenomatoso
15617 CAG-TAG |GIn-Tem Coli poliposis adenomatoso
1529 CAG-TAG |GIn-Term Coli poliposis adenomatoso
1539 TCA-TAA | Ser- Term Coli poliposis adenomatoso
1541 CAG-TAG |Gin-Term Coli poliposis adenomatoso
1564 TTA-TAA Leu- Term Coli poliposis adenomatoso
1567 TCA-TGA |Ser-Term Coli poliposis adenomatoso
1640 CGG- TGG |Arg-Trp Coli poliposis adenomatoso
1693 GAA-TAA |Glu-Term Coli poliposis adenomatoso
1822 GAC-GTC |Asp-Val Coli poliposis adenomatoso,asociacién con
2038 CTGGTG |Leu-Val Coll poliposis adenomatoso
2040 CAG-TAG |GiIn-Term Coli poliposis adenomatoso
2566 AGA-AAA |Arg-Lys Coli poliposis adenomatoso
2621 TCT-TGT | Ser-Cys Coli poliposis adenomatoso
2839 CTT-TTT Leu-Phe Coli poliposis adenomatoso
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TABLA IV:

SUBSTITUCIONES DE NUCLEOTIDO

Donante  |Localizacién ‘S o
ubstitucién Fenotipo
Aceptants |Relativa
|ds -1 G-C Coll poliposis adenomatoso
as -1 G-A Coli poliposis adenomatoso
las -1 G-C Coll poliposis adenomatoso
ds +2 T-A Coll poliposis adenomatoso
as -1 G-C Coli poliposis adenomatoso
as -1 G-T Caoli poliposis adenomatoso
as -1 G-A Coli poliposis adenomatoso
as -2 A-C Coll poliposis adenomatoso
Coli poliposis adenomatoso|
as -5 A-G
|ds +3 A-C Coli poliposis adenomatoso
as -1 G-A Coli poliposis adenomatoso
ds +1 G-A Coli poliposis adenomatoso
as -1 G-T Coll poliposis adenomatoso
|ds +1 G-A Coli poliposis adenomatoso
as -1 G-A Caoli poliposls adenomatoso
ds +1 G-A Coli poliposis adenomatoso
ds +3 A-G Coli poliposis adenomatoso
ds +5 G-T Coli poliposis adenomatoso
as -1 G-A Coli poliposis adenomatoso
|as 8 A-G Coli poliposis adenomatoso
as -5 A-G Cali poliposis adenomatoso
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as -2 A-G Coll poliposls adenomatoso

ds +2 T-C Coli poliposis adenomatoso

as -2 A-G Coli poliposis adenomatoso

ds +1 G-A Coli poliposis adenomatoso

ds +1 G-T Coli poliposis adenomatoso

ds +2 T-G Coli poliposis adenomatoso
TABLAV:

PEQUENAS ELIMINACIONES APC
[1449] Las letras retefiidas indican el coddn. Las letras en minGsculas
representan eliminacién. Donde las eliminaciones se extienden mas alla de la
regién codificadora, otra informacién posicional es suministrada. Por ejemplo, la
abreviacién 5' UTR representa 5' regién sin traduccion; y la abreviacién E618

denota exon 6/intron linea divisoria 6.

Locallzaclé |Ellminacién Fenotipo
n Codén
77 TTAgataGCAGTAATTT Coli poliposis
adenomatoso
o7 GGAAGccgggaagGATCTGTATC Coll poliposis
adenomatoso
138 GAGAaAGAGAG_E3I3_GTAA Coli poliposis
adenomatoso
139 AAAGAgag E3I3 _Gtaacttttct Céncer tiroide
139 AAAGagag_E3I3_GTAACTTTIC Coll poliposis
adenomatoso
142 TTTTAAAAAASAAAAATAG IBE4AGTCA Coli poliposis
adenomatoso
144 AAAATAG_I3E4_GTCatTGCTTCTTGC Coli poliposis
adenomatoso
149 GACAaaGAAGAAAAGG Coll poliposis
. adenomatoso
149 GACAAagaaGAAAAGGAAA Coli poliposis
adenomatoso
165 AGGAAMAAAGACIggtATTACGCTCA Coli poliposis
adenomatoso
169 AAAAGANATAGatagTCTTCCTTTA Coli poliposis
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adenomatoso

172 AGATAGTACTTCCTTTAACTGA Coli poliposis

adenomatoso

179 TCCTTacaaACAGATATGA Coli poliposis

adenomatoso

185 ACCaGAAGGCAATT Coll poliposis

adenomatoso

196 ATCAGagTTGCGATGGA Coli poliposis

adenomatoso

213 CGAGCaCAG_E515_GTAAGTT Coll poliposis

adenomatoso

208 CACicTGCACCTCGA Coll poliposis

. adenomatoso

329 GATaTGTCGCGAAC Coll poliposis

adenomatoso

365 AAAGACICTGTATTGTT Coll poliposis

adenomatoso

397 GACaaGAGAGGCAGG Coll poliposis

_ adenomatoso

427 CATGAacCAGGCATGGA Adenomatous

_ polyposis coll

428 GAACCaGGCATGGACC Coll poliposis

. adenomatoso

438 AATCCaa_E9I8_gTATGTTCTCT Coli poliposis

adenomatoso

440 GCTCCtGTTGAACATC Coli poliposis

_ adenomatoso

455 AAACTITCATTTGATG Coli poliposis

adenomatoso

455 AAACHtcaTTTGATGAAG Coli poliposis

adenomatoso

472 CTACAGGCCATTGC Coli poliposis

adenomatoso

472 TAAATTAG_|10E11_GGgGACTACAGGC |[Coli poliposis

adenomatoso

478 TTATtGCAAGTGGAC Coli poliposis

adenomatoso

488 TACGgGCTTACTAAT Coll poliposis

_ adenomatoso

494 AGTATIACACTAAGAC Coli pollposis

adenomatoso

495 ATTACacTAAGACGATA Coli poliposls

adenomatoso

497 CTAaGACGATATGC Coli poliposis

adenomatoso

520 TGCTCtaTGAAAGGCTG Coli poliposis

adenomatoso

526 ATGAGagcactigigGCCCAACTAA Coli poliposis

_ adenomatoso

539 GACTTaCAGCAG_E12112_GTAC Coll pollposis

adenomatoso

560 AAAAAGaCGTTGCGAGA Coli poliposis

_ adenomatoso

566 GTTGgaagtGTGAAAGCAT Coli poliposis
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adenomatoso

570 AAAGCaTTGATGGAAT Coli poliposis
adenomatoso

577 TTAGaagiTAAAAAG_E13113_GTA Coli poliposis
adenomatoso

584 ACCCTCAAAAGCGTAT Coli poliposis
adenomatoso

591 GCCTIATGGAATTTG Coli paliposis
adenomatoso

608 GCTgTAGATGGTGC Adenomatous
polyposis coll

428 GAACCaGGCATGGACC Coli poliposis
. adenomatoso

436 AATCCaa_ESI9gTATGTTCTCT Coli poliposis
_ adenomatoso

440 GCTCCIGTTGAACATC Coli poliposis
_ adenomatoso

455 AAACTITCATTTGATG Coli poliposis
adenomatoso

455 AAACittcaTTTGATGAAG Coli poliposis
adenomatoso

472 CTAcCAGGCCATTGC Coli poliposis
adenomatoso

472 TAAATTAG_I10E11_GGgGACTACAGGC |Coli poliposis
adenomatoso

478 TTATIGCAAGTGGAC Coli poliposis
adenomatoso

486 TACGgGCTTACTAAT Coli poliposis
adenomatoso

494 AGTATIACACTAAGAC Coli poliposis
adenomatoso

495 ATTACacTAAGACGATA Coli poliposis
adenomatoso

497 CTAAGACGATATGC Coli poliposis
adenomatoso

520 1TGCTctaTGAAAGGCTG Coli poliposis
adenomatoso

526 ATGAGagcactigtgGCCCAACTAA Coli poliposis
adenomatoso

538 GACTTaCAGCAG_E12112_GTAC Coli poliposis
adenomatoso

560 AAAAAGaCGTTGCGAGA Coli poliposis
_ adenomatoso

566 GTTGgaagtGTGAAAGCAT Coll poliposis
adenomatoso

570 AAAGCaTTGATGGAAT Coli poliposis
- adenomatoso

577 TTAGaagtTAAAAAG_E1 3113_GTA Coll poliposis
_ adenomatoso

584 ACCCTcAAAAGCGTAT Coll poliposis
adenomatoso

501 GCCTIATGGAATTTG Coli poliposis
) adenomatoso

808 GCTETAGATGGTGC Coll poliposis
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adenomatoso

617 GTTggcactcttacttaccGGAGCCAGAC Coli poliposis
adenomatoso

620 CTTACitacCGGAGCCAGA Coli poliposis
adenomatoso

621 ACTTaCCGGAGCCAG Coli poliposis
adenomatoso

624 AGCcaGACAAACACT Coli poliposis
adenomatoso

624 AGCCagacAAACACTTTA Coll poliposis
adenomatoso

626 ACAaacaCTTTAGCCAT Coli poliposis
adenomatoso

629 TTAGCcATTATTGAAA Coli poliposis
adenomatoso

635 GGAGgTGGGATATTA Coli poliposis
adenomatoso

638 ATATIACGGAATGTG Coll poliposis
adenomatoso

639 TTACGGAATGTGTCCA Coli poliposis
adenomatoso

657 AGAgaGAACAACTGT Coli poliposis
adenomatoso

659 TATTTCAG_|14E15_GCaaatcctaagagagAA |Coli poliposis
CAACTGTC adenomatoso

660 AACTgtCTACAAACTT Coli poliposis
adenomatoso

665 TTARACAACACTTA Coli poliposis
_ adenomatoso

668 CACHAAAATCTCAT Coli poliposis
_ adenomatoso

673 AGTtigacaatagtCAGTAATGCA Coli poliposis
adenomatoso

768 CACTTaTCAGAAACTT Coli poliposis
adenomatoso

769 TTATCAGAAACTTITT Coli poliposis
adenomatoso

770 TCAGAaACTTTTGACA Coli poliposis
adenomatoso

780 AGTCcCAAGGCATCT Coli poliposis
adenomatoso

792 AAGCaAAGTCTCTAT Coli poliposis
adenomatoso

792 AAGCAaaGTCTCTATGG Coli poliposis
adenomatoso

793 CAAAGTCTCTATGGT Coll pollposis
adenomatoso

798 GATTatGTTTTTGACA Coli poliposis
adenomatoso

802 GACACcaatcgacatGATGATAATA Coli poliposis
adenomatoso

805 CGACatGATGATAATA Coli poliposis
_ adenomatoso

811 TCAGacaaTTT TAATACT Coli poliposis
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adenomatoso

825 TATITGAATACTAC Coli poliposis
adenomatoso

827 AATACTACAGTGTTA Coll poliposis
adenomatoso

830 GTGTTacccagctectctTCATCAAGAG Coli pollposis
adenomatoso

833 AGCTCcTCTTCATCAA Coli poliposis
- _ adenomatoso

8386 TCATcAAGAGGAAGC Coli poliposis
adenomatoso

848 AAAGAtaGAAGTTTGGA Coli poliposis
} adenomatoso

848 AAAGatagaagTTTGGAGAGA Coli poliposis
adenomatoso

855 GAACgCGGAATTGGT Coll poliposis
L adenomatoso

856 CGCGgaattGGTCTAGGCA Coli poliposis
adenomatoso

856 CGCGgAATTGGTCTA Coli poliposis
adenomatoso

879 CAGaTCTCCACCAC Coli poliposis
- adenomatoso

902 GAAGAcagaAGTTCTGGGT Coli poliposis
adenomatoso

907 GGGTcTACCACTGAA Coli poliposis
adenomatoso

815 GTGACaGATGAGAGAA Coli poliposis
adenomatoso

929 CATACacatTCAAACACTT Coli poliposis
adenomatoso

930 ACACAttcaAACACTTACA Coli poliposis
adenomatoso

931 CAT{CAAACACTTA Coll poliposis
adenomatoso

931 CATTcAAACACTTAC Coli poliposis
adenomatoso

933 AACactiACAATTTCAC Coll poliposis
adenomatoso

935 TACAatttcactAAGTCGGAAA Coli poliposis
adenomatoso

937 TTCActaaGTCGGAAAAT Coll poliposis
adenomatoso

939 AAGtcggAAAATTCAAA Coll poliposis
adenomatoso

946 ACATgTTCTATGCCT Coli poliposis
adenomatoso

954 TTAGaaTACAAGAGAT Coll pollposis
adenomatoso

961 AATgATAGTTTAAA Coli poliposis
adenomatoso

963 AGTTTaAATAGTGTCA Coli poliposis
adenomatoso

964 TTAaataGTGTCAGTAG Coll poliposis
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adenomatoso

973 TATGgTAAAAGAGGT Coli poliposis
adenomatoso

974 GGTAAaAGAGGTCAAA Coll poliposis
_ adenomatoso

975 AAAAQaGGTCAAATGA Céancer Tiroide
892 AGTAAGQTTTTGCAGTT Cancer Tiroide
993 AAGtttigcagttaTGGTCAATAC Coll poliposis
adenomatoso

999 CAAtacccagCCGACCTAGC Coli poliposis
adenomatoso

1023 ACACCAATAAATTAT Coli poliposis
adenomatoso

1030 AAAIATTCAGATGA Coli poliposis
adenomatoso

1032 TCAGatgagCAGTTGAACT Coli poliposis
. adenomatoso

1033 GATGaGCAGTTGAAC Coli poliposis
adenomatoso

1049 TGGGcAAGACCCAAA Coll poliposis
_ adenomatoso

1054 CACAtaalaGAAGATGAAA Coli poliposis
adenomatoso

10565 ATAAtagaaGATGAAATAA Coli poliposis
adenomatoso

1056 ATAGAaGATGAAATAA Coli poliposis
adenomatoso

1060 ATAAAacaaaGTGAGCAAAG Adenoroatous
polyposis coll

10861 AAAcaaaGTGAGCAAAG Coli poliposis
adenomatoso

1061 AAACaaAGTGAGCAAA Coli poliposis
adenomatoso

1062 CAAAgigaGCAAAGACAA Coll poliposis
_ . adenomatoso

1065 CAAAGacAATCAAGGAA Coli poliposis
adenomatoso

1067 CAAtcaaGGAATCAAAG Coli poliposis
adenomatoso

1071 CAAAQtACAACTTATC Coli poliposis
adenomatoso

1079 ACTGagAGCACTGATG Coll poliposis
adenomatoso

1082 ACTGAIgGATAAACACCT Adeuomatous
. polyposis coli

1084 GATaaacACCTCAAGTT Coll poliposis
_ adenomatoso

1086 CACCicAAGTTCCAAC Coli poliposis
adenormatoso

1083 TTTGgACAGCAGGAA Coll poliposis
_ adenomatoso

1098 TGTGtTTCTCCATAC Coli poliposis
adenomatoso

1105 CGGgGAGCCAATGG Cancer Tirolde
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1110 TCAGAaACAAATCGAG Coll poliposis
adenomatoso

1121 ATTAAIcaaAATGTAAGCC Coll poliposis
adenomatoso

1131 CAAgAAGATGACTA Coli poliposis
adenomatoso

1134 GACTAIGAAGATGATA Coli poliposis
adenomatoso

1137 GATgataaGCCTACCAAT Coli poliposis
adenomatoso

1146 CGTTACTCTGAAGAAG Coli polipasis
adenomatoso

1154 GAAGaagaaGAGAGACCAA Coll poliposis
adenomatoso

1155 GAAGaagaGAGACCAACA Coli poliposis
adenomatoso

1156 GAAgagaGACCAACAAA Coli poliposis
adenomatoso

1168 GAAgagaaACGTCATGTG Coli poliposls
adenomatoso

1178 GATTAtagittaAAATATGCCA Coli poliposis
_ adenomatoso

1181 TTAAATATGCCACA Coli poliposis
adenomatoso

1184 GCCacagaTATTCCTTCA Coli poliposis
adenomatoso

1185 ACAgaTATTCCTTCA Coll pollposis
adenomatoso

1180 TCACAgAAACAGTCAT Coli poliposis
adenomatoso

1192 AAACaGTCATTITCA Coli poliposis
_ adenomatoso

1168 TCAaaGAGTTCATCT Coll poliposis
adenomatoso

1207 AAAACCGAACATATG Coli poliposis
_ adenomatosa

1208 ACCgaacATATGTCTTC Coli poliposis
adenomatoso

1210 CATatGTCTTCAAGC Coll poliposis
_ adenomatoso

1233 CCAAGITCTGCACAGA Coli paliposis
adenomatoso

1249 TGCAaaGTTTCTTCTA Coli poliposis
adenomatoso

1259 ATAcaGACTTATTGT Coli poliposis
_ adenomatoso

1260 CAGACHATTGTGTAGA Coli poliposis
- adenomatoso

1268 CCAaTATGTTTTITC Coli poliposis
adenomatocso

1275 AGTICATTATCATC Coll poliposis
_ adenomatoso

1254 CAGGAaGCAGATTCTG Coli poliposis
adenomatoso
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1301 ACCCtGCAAATAGCA Coli poliposis
adenomatoso

1306 GAAAtaaaAGAAAAGATT Coli poliposis
adenomatoso

1307 ATAaAAGAAAAGAT Cali poliposis
adenomatoso

1308 AAAgaaaAGATTGGAAC Coli poliposis
adenomatoso

1308 AAAGA23agaTTGGAACTAG Coli poliposis
adenomatoso

1318 GATCcTGTGAGCGAA Coli poliposis
adenomatoso

1320 GTGAGCGAAGTTCCAG Coli poliposis
adenomatoso

1323 GTTCcAGCAGTGTCA Coll poliposis
adenomatoso

1329 CACCctagaaccAAATCCAGCA Coli poliposis
adenomatoso

1336 AGACigCAGGGTTCTA Coli poliposis
adenomatoso

1338 CAGgGTTCTAGTTT Coli paliposis
_ adenomatoso

1340 TCTAGTTTATCTTCA Coli poliposls
adenomatoso

1342 TTATCTTCAGAATCA Coli poliposis
adenomatoso

1352 GTTgAATTTICTTC Coll poliposis
. adenomatoso

1361 CCCTcCAAAAGTGGT Coli poliposis
adenomatoso

1364 AGTggtgCTCAGACACC Coli poliposis
adenomatoso

1371 AGTCCacCTGAACACTA Coli poliposis
adenomatoso

1372 CCACCIGAACACTATG Coli poliposis
adenomatoso

1376 TATGHCAGGAGACCC Coli paliposis
adenomatoso

1394 GATAgITTTGAGAGTC Coli poliposis
adenomatoso

1401 ATTGCcAGCTCCGTTC Coll poliposis
_ adenomatoso

1415 AGTGGCATTATAAGCC Coli poliposis
adenomatoso

1426 AGCCcTGGACAAACC Coli poliposis
adenomatoso

1427 CCTGGaCAAACCATGC Coll poliposis
adenomatoso

1431 ATGCcACCAAGCAGA Coli poliposis
adenomatoso

1454 AAAAAIAAAGCACCTA Coli poliposis
adenomatoso

1461 GAA3AGAGAGAGAG Coli poliposis
adenomatoso
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1463.

AGAgagaGTGGACCTAA Coll poliposis
adenomatoso
1464 GAGAgTGGACCTAAG Coli poliposis
adenomatoso
1484 GAGAgtiGGACCTAAGC Coli poliposis
adenomatoso
1464 GAGagTGGACCTAAG Coli poliposis
adenomatoso
1492 GCCaCGGAAAGTAC Coli poliposis
adenomatoso
1483 ACGGAaAGTACTCCAG Coli poliposis
adenomatoso
1497 CCAgATGGATTTTC Coli poliposis
adenomatoso
1503 TCAtccaGCCTGAGTGC Coli poliposis
adenomatoso
1522 TTAagaataaTGCCTCCAGT Coli poliposis
adenomatoso
1536 GAAACagAATCAGAGCA Coli poliposis
adenomatoso
1545 TCAAAtgaaaACCAAGAGAA Coli poliposis
adenomatoso
1547 GAAaACCAAGAGAA Coli poliposis
adenomatoso
1550 GAGAaagaGGCAGAAAAA Coli poliposis
adenomatoso
1577 GAATGtATTATTTCTG Coli poliposis
adenomatoso
1594 CCAGCcCAGACTGCTT Coll poliposis
adenomatoso
1596 CAGACIGCTTCAAAAT Coli poliposis
adenomatoso
1823 TTCAaTGATAAGCTC Coll poliposis
adenomatoso
1859 AATGAtctTTGAGTTCTC Coli poliposis
adenomatoso
1841 CCAGAcagaGGGGCAGCAA Coli poliposis
_ adenomatoso
1957 GAAaATACTCCAGT Coli poliposis
adenomatoso
1980 AACaATAAAGAAAA Coli poliposis
adenomatoso
1985 GAACCIATCAAAGAGA Coli poliposis
adenomatoso
1986 CCTaTCAAAGAGAC Coli poliposis
_ adenomatoso
1998 GAACCAAGTAAACCT Coll poliposis
_ adenomatoso
2044 AGCTCcGCAATGCCAA Coli poliposis
_ adenomatoso
2556 TCAT CccttcctcGAGTAAGCAC Coli poliposis
adenomatoso
2643 CTAATttatCAAATGGCAC Coli poliposis
adenomatoso
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TABLA VI:
PEQUENAS INSERCIONES

Codén Insercién |Fenotipo

157 T Coli poliposis adenomatoso
170 AGAT Coll poliposis adenomatoso
172 T Coli poliposis adenomatoso
199 G Coll poliposis adenomatoso
243 AG Coli poliposis adenomatoso
266 T Coli poliposis adenomatoso
357 A Coli poliposis adenomatoso
405 C Coli poliposis adenomatoso
413 T Coli poliposls adenomatoso
418 A Coll poliposis adenomatoso
457 G Coli poliposis adenomatoso
473 A Coll poliposis adenomatoso
503 ATTC Coli poliposis adenomatoso
519 C Coli poliposis adenomatoso
528 A Coli poliposis adenomatoso
561 A Coli poliposis adenomatoso
608 A Coli poliposis adenomatoso
820 CT Coli poliposis adenomatoso
621 A_ Coli poliposis adenomatoso
623. TTAC Coli poliposis adenomatoso
627 A Coli poliposis adenomatoso
629 A Coli poliposis adenomatoso
636 GT Coli poliposis adenomatoso
639 A Coll poliposis adenomatoso
704 T Coll poliposls adenomatoso
740 ATGC Coll poliposls adenomatoso
764 T Coli poliposis adenomatoso
779 T Coli poliposis adenomatoso
807 AT Coll poliposis adenomatoso
827 AT Coll poliposis adenomatoso
831 A Coll poliposis adenomatoso
841 CTTA Coli poliposis adenomatoso
865 CT Coli poliposis adenomatoso
865 AT Coli poliposis adenomatoso
900 TG Coli poliposls adenomatoso
921 G Coli poliposis adenomatoso
927 A Coli poliposls adenomatoso
935 A Coli poliposis adenomatoso
938 ] Coll pollposis adenomatoso
975 A Coli poliposis adenomatoso
985 T Coll poliposis adenomatoso
897 A Coll poliposis adenomatoso
1010 TA Coli poliposis adenomatoso
1085 C Coli poliposis adenomatoso
1085 AT Coli poliposis adenomatoso
1085 A Coli poliposis adenomatoso

188



1100 GTTT Coli poliposis adenomatoso
1107 GGAG Coli poliposis adenomatoso
1120 G Coli poliposis adenomatoso
1166 A Coli poliposis adenomatoso
1479 T Coli poliposis adenomatoso
1187 A Coli poliposis adenomatoso
1211 T Coli poliposis adenomatoso
1256 A Coli poliposis adenomatoso
1265 T Coli poliposis adenomatoso
1267 GATA Coli poliposis adenomatoso
1268 T Coll pollposis adenomatoso
1301 A Coll pollposis adenomatoso
1301 C Coli poliposis adenomatoso
1323 A Coll poliposis adenomatoso
1342 T Coli poliposis adenomatoso
1382 T Coli poliposis adenomatoso
1458 GTAG Coli poliposis adenomatoso
1483 AG Coli polipcsis adenomatoso
1488 T Coli poliposis adenomatoso
1531 A Coli poliposis adenomatoso
1533 T Adsuomatous polyposis coll
1554 A Coli poliposis adenomatoso
1555 A Coli poliposis adenomatoso
1556 T Coli poliposis adenomatoso
1563 GACCT Coli poliposis adenomatoso
1924 AA Tumores de Desmoid

TABLA VIi: PEQUENAS INSERCIONES/SUPRESIONES

Locallzaclén/ |[Supresion Insercién |Fenotipo

Codén

538 GAAGACTTACAGCAGG |gaa Coli poliposis
adenomatoso

620 CTTACttaCCGGAGCCAG |ct Coll poliposis
adenomatoso

728 AATcicatGGCAAATAGG  |Ttgcagctita {Coli poliposis

a adenomatoso

a71 GATGgtTATGGTAAAA taa Coli poliposis

adenomatoso

TABLA VIII:

ELIMINACIONES MAYORES

2 kb incluyendo ex. 11

Coll polliposis adenomatoso

3 kb 110E11-1.5 kb to 112E13-170 bp

Coli poliposis adenomatoso

335bpnt. 1408-1743 ex. 11-13

Coli poliposis adenomatoso

6kbincl. ex. 14

Coli poliposis adenomatoso

817 bp 113E14-679 to 113E14+138

Coli poliposis adenomatoso

ex.l-15M

Coli poliposls adenomatoso
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ex. 11-3UTR Coli poliposis adenomataso 23;
ex. 15A-ex. 15F Coll poliposis adenomatoso
ex.4 Caoli poliposis adenomatoso

ex.7,8and 9 Coli poliposis adenomatoso
ex. 8 to beyond ex. 15F Coli polipasis adenomatoso
ex. B - ex. 15F Coli poliposis adenomatoso
ex.9 Coli poliposis adenomatoso
> 10mb (del 5922) Coli poliposis adenomatoso
] TABLA IX:
INSERCIONES Y DUPLICACIONES MAYORES

Descripcién Fenotipo

Inserciéon de 14 bp nt. 3816 Coll poliposis adenomatoso

Insertion of 22 bp nt. 4022 Coli poliposis adenomatoso

Duplication of 43 bp cd. 1295 Coli poliposis adenomatoso

Insertion of 337 bp ofAlu | sequence cd. | Tumores Desmoid

1526
TABLA X:
REESTRUCTURACIONES COMPLEJAS
(INCLUYENDO INVERSIONES)
A-Tnt. 4893 Q1625H, Del C nt. 4897 cd. 1627 Coli poliposis
adenomatoso
Del 1099 bpl13E14-728 toE14114-H56, ins 126 bp Coli poliposis
adenomatoso
Del 1801 bpE14114+27t0E14114+1627, insi80bp Coli pollposis
adenomaitoso
Del 310 bp, ins. 15 bp nt. 4394, cd 1464 Coll poliposis
adenomatoso
Del A and Ted. 1385 Coli  poliposis
adenomatoso
Del TC nt 4145, Del TGTnt. 4548 Coll poliposis
adenomatoso
Del. T, nt. 983, Del. 70 bp, nt 885 Coll  poliposis
adenomatoso
Del. nt. 3882-3903, ins ATTT Coli poliposis
adenomatoso
TABLA XI:
APLICACIONES DE DIAGNOSTICO
Tipo de|Marcador Aplicacién Referencla
Cancer
Seno Her2/Neu Deteccidon { Usando los métodos | D Xiec
polimorfismo en codén 655 |aqul descritos, | J. Natl.
(GTC/valina a | disefie una segunda | Cancer
ATClisoleucina[Val(655)lle]} |plantila tal que|/nstiule 52.,
después de PCR y|412 (2000)
digestion con la|K.S. Wilson
enzima de|st al, Am J,
restriccién, una | Pathol.,}
proyeccibn 5° sea|161,1 171 (2002)
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generada,
conteniendo la
secuencia ADN para
codbn 655 de
Her2/Neu.
Her2/Neu puede
detectarse y
cuantificarse como
posible  marcador
para el cancer del
seno. Los métodos
aqui descritos
pueden detectar
ambos alelos:
mutantes y
normales, adn
cuando el alelo
mutante es solo una
pequefia fraccién
del ADN total
Terapia de
Herceptin para el
céincer del seno se
basa en la revisién
para Her2. Entre
mas pronto se
detecte el alelo
mutante, més rapida
puede ser la terapia
proporcionada

L. Newman
Cancer
Control,9,
473 (2002)

Seno
Ovario

Hipermetilacién de BRCA1

Los métodos
descritos aqul
pueden usarse para
diferenciar entre
tumores resultantes
de mutaciones
BRCA1 heredadas y
aquellas de
mutllacibn anomal
del gen, no
heredadas

M-Esteller et al.,
New

England Jnl

Med., 344, 539
(2001)

Veliga

Andlisis microsatélite de ADN
libre de tumor en la orina,
suero y plasma

Los métodos aqul
descritos se pueden
aplicar a analisis
microsatélite y
mutacibn FGFR3
para deteccibn de
cancer en la vejiga.
Los métodos aqui
descritos

proporcionan un
método no Invasivo
para detecclon de
cancer de la vejiga.

W.G. Bas et al
Clinical Cancer
Res., 9,257 (2003)
M. Utting et al,
Clinical Cancer
Res., 8,35 (2002)L.
Mao

D. Sidransky et al.,
Science, 271, 668
(19986)

Pulmdbn

Andlisi microsatélite de ADN

Los métodos aqul

T. Liloglou et al.,

191

LY



de esputo

descritos se pueden
usar para detectar
mutaciones en

- | muestras de esputo,

y pueden
decisivamente
mejorar la exactitud
de evaluacidn pre
clinica de cancer del
pulmén.

Cancer Research,
61, 1624, (2001)M.
Tockman et al.,
Cancer Control, 7,
19 (2000)

Field et al., Cancer
Research,58, 2690
(1999)

Cervical

Andlisis de genotipo HPV

Los métodos aqui
descritos  pueden
usarse para detectar
HPV genotipo de un
frotis cervical

N. Munoz et al,
New England Jnl
Med., 348, 518
(2003)

Cabeza y
Cuello

Alteraciones
especificas en
exfoliadas de mucosa

tumorales
células

oral

(marcadores microsatélite)

Los métodos aqul
descritos  pueden
usarse para detectar
cualqulera de 23
marcadores
microsatélite, los
cuales estan
asociados con
carcinoma de
células escamosas
de Cabeza y Cuello
(HNSCC)

M. Spafford et al.,
Clinical Cancer
Research,17, 607
(2001)

A. El Naggar et al.,
J. Mol. Diag., 3,164
(2001)

Colorectal

Evaluacién para mutacién en

Genes Kras2 y APC

Los métodos aqul
descritos  pueden
usarse para detectar
mutaciones K-ras2,
lo cual puede
usarse como
prognosis indicador
para céncer
coloractal

APC (vea el
Ejemplo 5)

B. Ryan et al., Gut,
52,101
(2003)

Prostata

GSTP1 Hipermetilacién

Los métodos aqul
descritos  pueden
usarse para detectar
GSTP1
hipermetilacion en
orina, de pacientes
con cancer de
prostata; este puede
ser mejor indicador
que PSA.

P. Cairos et AL,
Clin. Can. Res,
7,2727 (2201)

Vv

IH

Resistencia

antiretroviral

Evaluacién
Individuos

virus VIH.

de
para

mutaciones en el

Ej.,

Los métodos aqul
descritos  pueden
usarse para la
deteccién de

J. Durant et al., The
Lancet,353
2195 (1999)
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mutacldn 154V o
alelo CCR5 32

mutaclones en el
vius VIH. Los

resultados de
tratamientos son
mejores en
individuos que
reciben terapia

antiretroviral con
base en los andlisi
de resistencia

CARDIOLOGIA

Falla cardiaca | Polimorfismos Los métodos aqui|K. Small et al., New

congestiva sinergisticos de beta|descritos  pueden|England Jnl. Med.,
1 yalfa 2c usarse par el|347,1135 (2002)
Receptores proceso de genotipo
adrenergicos de estos sitios y

puede ayudar a
identificar individuos
que estan en muy
alto resgo de falla
cardiaca

[0450] Ahora habiendo descrito totalmente la invencion, lo entenderan

aquellos calificados en la técnica, que la invencién puede realizarse en un

amplioy equivalente rango de condiciones, pardmetros, y similares, sin afectar

el espliritu o0 alcance de la invencién o cualquier incorporacién de élia.

[0451] Todos los documentos, por ejemplo publicaciones cientfficas, patentes y

publicaciones de patentes citadas aqui, estan por la presente incorporadas en

su integridad para referencia; con el mismo alcance como si cada documento

individual fuera especifica e individualmente indicado a ser incorporado por

referencia en su totalidad.

Donde los documentos citados sélo proporcionaron la primera pagina del

documento, se piensa en el documento completo, incluso las paginas restantes

del documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la determinacién de una secuencia de un sitio de
interéds, dicho método comprende:

(a) replicar una region de ADN que comprende un sitio de interés de un
templete ADN usando una primera y segunda plantillas, en donde la segunda
plantilla contiene una secuencia que genera un sitio de reconocimiento para
una enzima de restriccion, de forma que esa digestibn con la enzima de
restriccion genera una proyeccion 5’ que contiene el sitio de interés;

(b) digerir el ADN con la enzima de restriccibn que distingue el sitio de
reconocimiento generado por la segunda plantilla para crear un fragmento de
ADN,;

(c) incorporar un nucleétido en el ADN digerido de (b) usando la proyeccién
&' que contiene el sitio de interés como un templete; y

(d) determinar la secuencia de! sitio de interés determinando la secuencia
de ADN de (c).

2. Un método para la determinacién de una secuencia de un sitio de
interés, dicho método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete ADN que usa una primera y
segunda plantillas, en donde la segunda plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion, de forma que esa digestidn con
la enzima de restriccién genera una proyeccién 5 que contiene el sitio de
interés;

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccion que distingue el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporar un nucleétido en el ADN digerido de (b) usando la proyeccién
5' que contiene el sitio de interés como un templete; y

(d) determinar la secuencia del sitio de interés determinando la secuencia
de ADN de (c).
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3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde el templete de ADN se
obtiene de una muestra seleccionada del grupo consistente de una bacteria,
hogo, virus, protozoario, planta, animal y humano.

4, El método de Ia reivindicacién 1, 2 o 3, en donde el templete de ADN se
obtiene de una muestra seleccionada del grupo consistente de una célula,
tejido, sangre, suero, plasma, orina, fluido espinal, fluido linfatico, semen,
secrecidon vaginal, fluido ascitico, saliva, secrecidn mucosa, fluido peritoneal,
material fecal o exudacién corporal.

5. El método de la reivindicacién 2 a 3, en donde la amplificacién en (a)
comprende la reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

6. El método de la reivindicacién 2 o 3, en donde la enzima de restriccion
fragmenta ADN en el sitio de reconocimiento.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde la regién 5' de la primera y/o
segunda plantilla no se recoce al templete de ADN.

8. El método de la reivindicacién 6 o 7, en donde la enzima de restriccion
es seleccionada del grupo consistente en BsaJ |, Bssk |, Dde |, EcoN |, Fnu4H |
y Hinf 1.

9. El método de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la enzima de
restriccion fragmenta ADN a una distancia del sitio de reconocimiento.

10. El método de la reivindicacidn 9, en donde la regién 5’ de la primera y/o
segunda plantilla no recoce al templete de ADN.

11. El método de la reivindicacion 9 o 10, en donde una longitud de recocido

de la regién 3' de la segunda plantilla se selecciona entre un grupo consistente
de 25-20, 20-15, 15, 14, 13, 12,11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, y menos de 4 bases.
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12. El método de las reivindicaciones 2 a 11, en donde una temperatura de
recocido para el ciclo 1 de PCR esta cerca de la temperatura de fusion de la
porcion de la regién 3’ de la segunda plantitia que recoce al templete ADN.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde una temperatura de recocido
para el ciclo 2 de PCR esta cerca de la temperatura de fusién de la porcién de
la regi6n 3' de la primera plantilla que recoce al templete ADN.

14. El método de la reivindicacién 13, en donde una temperatura de recocido
para los ciclos restantes de PCR esta cerca de la temperatura de fusién de la
segunda plantilla completa.

15. El método de las reivindicaciones 2 a 14, en donde el terminal 3’ de la
segunda plantilla es adyacente al sitio de interés.

18. El método de la reivindicacion 9, en donde el sitio de reconocimiento
para una enzima de restriccion Tipo IIS.

17. El método de la reivindicacién 16, en donde 1a enzima de restriccién Tipo
IIS es seleccionada del grupo consistente en Alw |, Alw26 |, Bbs |, Bbv |, BceA
I, Bmrl, Bsa |, Bst71 |, BsmA |, BsmB |, BsmF |, BspM |, Ear |, Fau |, Fok |, Hga
I, Ple |, Sap |, SSfaN | y Sthi32 I.

18. El método de las reivindicaciones 2 a 17, en donde la primera plantilla
contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién que es
diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion en la
segunda plantilla.

19. El método de la reivindicacidon 22, ademas comprende la digestion del
ADN de (c) con una enzima de restriccion que reconoce el sitio de
reconocimiento de la primera plantilla.

20. El método de las reivindicaciones 2 a 19, en donde la primera y/o
segunda plantilla contiene un marcador en el terminal 5'.
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21. El método de las reivindicaciones 2 a 19, en donde la primera plantilla
contiene un marcador en el terminal §'.

22. El método de las reivindicaciones 20 o 21, en donde el marcador se usa
para separar el ADN amplificado del templete ADN.

23. El método de la reivindicacién 22, en donde el marcador se usa para
separar el ADN amplificado que contiene el nucleétido incorporado, del ADN
ampliado que no contiene el nucleétido incorporado.

24. Elmétodo de las reivindicaciones 20, 21, 22 o 23, en donde el marcador
s seleccionado del grupo consistente de: radioisétopo, molécula reportera
fluorescente, molécula reportera quimiluminescente, anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, hapteno, biotina, derivado de biotina, fotobiotina, iminobiotina,
digoxigenina, avidina, enzima, acridinio, azGcar, enzima, apoenzima,
oligonucledtido homopolimérico, hormona, mitad ferromagnética, mitad
paramagnética, mitad diamagnética, mitad fosforescentse, mitad luminescente,
mitad electroquimiluminescente, mitad cromética, mitad que tiene una
resonancia detectable del giro del electrén, capacitancia eléctrica, constants
dieléctrica o conductividad eléctrica, y combinaciones de estos.

25. El método de la reivindicacién 24, en donde se usa un marcador de
biotina para separar el ADN amplificado del templete de ADN usando una
matriz de estreptavidina, y en donde, opcionalmente, la matriz de estreptavidina
esta recubierta en los agujeros de una placa microtituladora.

26. El método de las reivindicaciones 2 a 25, en donde la incorporacién de
un nucledtido en (c) es mediante una polimerasa de ADN seleccionada del
grupo consistente de E. coli polimerasa de ADN, fragmento Klenow de E. coli
polimerasa | de ADN, polimerasa T7 de ADN, polimerasa T4 de ADN,
polimerasa Taq, ADN polimerasa Pfu de ADN, polimerasa Vent de ADN y
secuenasa.
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27. El método de las reivindicaciones 2 a 26, en donde la incorporacién de
un nucleétido en (c) comprende la incorporacién de un nucleétido marcado.

28. El método de las reivindicaciones 2 a 27, en donde la incorporacion de
un nucleétido en {c) ademas comprende la incorporacién de un nucleétido no
marcado.

29. El método de la reivindicacidn 27, en donde el nucledtido marcado es
seleccionado del grupo consistente de un dideoxinucledtido y un
deoxinucledtido.

30. El método de las reivindicaciones 28 o 29, en donde el nucleébtido
marcado es marcado con una molécula seleccionada del grupo consistente de:
molécula radiactiva, wmolécula fluorescente anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, hapteno, carbohidrato, biotina, derivado de biotina, mitad
fosforescente, mitad luminescente, mitad electroquimico luminescente, mitad
cromética, y mitad que tiene una resonancia detectable del giro del electron,
capacitancia eléctrica, constante dieléctrica, conductividad eléctrica, y
combinaciones de estos.

31. El método de las reivindicacioneé 2 a 30, en donde la determinacién de
la secuencia del sitio de interés en {(d) comprende la deteccién del nucledtido.

32. El método de las reivindicaciones 27 a 31, en donde la determinacién de
la secuencia del sitio de interés en (d) comprende la deteccién del nucledtido
marcado.

33. El método de las reivindicaciones 31 0 32, en donde la deteccién es
mediante un método seleccionado del grupo consistente de electroforesis en
gel, electroforesis en gel poliacrilamida, deteccibn de fluorescencia,
secuenciacién, ELISA, espectrometria de masas, fluorometria, hibridacion,
microformacién y manchas al Sur.
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34. El método de las reivindicaciones 2 a 33, en donde se sospecha que el
sitio de interés contiene un polimorfismo de nucleétido sencillo o mutacién.

35. El método de las reivindicaciones 2 a 34, en donde el método se usa
para determinar concurrentemente la secuencia de miltiples sitios de interés.

36. El método de la reivindicacion 35, en donde el templete de ADN
comprende muitiples sitios de un cromosoma sencillo o de mialtiples
cromosomas.

37. El método de las reivindicaciones 35 o 36, en donde los sitios de interés
en el templete de ADN son amplificados en una reaccion.

38. El método de las reivindicaciones 35 o 36, en donde cada uno de los
sitios de interés en el templete de ADN son amplificados en una reaccion
separada.

39. El método de la reivindicacién 38, en donde el ADN amplificado es
agrupado antes de la digestion del ADN amplificado.

40. El método de las reivindicaciones 27 a 39, en donde cada ADN marcado
en (c) conteniendo un sitio de interés, es separado antes de (d).

41. El método de las reivindicaciones 35 a 40, en donde al menos uno de los
sitios de interés es sospechoso de contener un polimorfismo de nucleétido
sencillo o una mutacioén.

42. Un método para determinar la secuencia de un sitio de interés, dicho
método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene una porcién de un
sitioc de reconocimiento para una enzima de restriccién, en donde el sitio de
reconocimiento completo para la enzima de restriccion se genera a la
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amplificacion del templete de ADN, de forma que esa digestién con la enzima
de restricciébn genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés;

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que reconoce el
sitio de reconocimiento completo generado por la segunda plantila y el
templete de ADN,;

(¢) incorporar un nucleétido en el ADN digerido de (b) mediante el uso de la
proyeccién 5° que contiene el sitio de interés como un templete; y

(d) determinar la secuencia del sitio de interés mediante la determinacion de
la secuencia del ADN de (c)

43. El método de la reivindicacion 42, en donde la regién 3' de la segunda
plantilla contiene una desigualdad con el templete de ADN.

44, El método de la reivindicacién 42, en donde la desigualdad ocurre en las
ditimas 1, 2 o 3 bases de la regién 3".

45. Un método para determinar una secuencia de un sitio de interés, dicho
método comprende:

(a) amplificar un sitio de interds en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento, y la digestién con la enzima de restriccion
genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés, y en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion que
as diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion en la
segunda plantilla, y contiene un marcador en el terminal 5';

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que reconoce el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

(¢) incorporar un nucledtido marcado en el ADN digerido de (b) mediante el
uso de una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés como un templete;

(d) digerir el ADN de {(c) con la enzima de restriccién que reconoce el sitio
de reconocimiento en la primera plantilla; y
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(e) determinar la secuencia del sitio de interés mediante la determinacién de
la secuencia del ADN digerido de (d) que contiene el nucledtido marcado.

46. Un método para determinar una secuencia de un sitio de interés, dicho
método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento, y la digestién con la enzima de restriccién
genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés, y en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién que
es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién en la
segunda plantilla, y contiene un marcador en el terminal 5', y en donde la
temperatura de recocido para el ciclo 1 de PCR es cercana a la temperatura de
fusion de la regidn 3' de la segunda plantilla que recoce al templete de ADN, la
temperatura de recocido para el ciclo 2 de PCR es cercana a la temperatura de
fusién de las porciones de la regidon 3' de la primera plantilla que recoce al
templete de ADN, y la temperatura de recocido para los ciclos restantes es
cercana a la temperatura de fusién de la segunda plantilla completa;

(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que reconoce el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;

(c) incorporar un nucledtido marcado en el ADN digerido de (b) mediante el
uso de una proyeccién 5' que contiene el sitio de interés como un templete;

(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de restriccidn que reconoce el sitio
de reconocimiento en la primera plantilla; y

(e) determinar la secuencia del sitio de interés mediante la determinacién de
la secuencia del ADN digerido de {d) que contiene el nucleétido marcado.

47. El método de la reivindicacién 46, en donde el marcador se usa para
separar el ADN amplificado del templete de ADN.

48. Un kit para uso en cualquiera de los métodos de las reivindicaciones 1 a
47, que comprende un conjunto de plantillas usadas en el método, en donde la
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segunda plantila contiene una secuencia que genera un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion, de forma que esa digestion con
la enzima de restriccibn genera una proyeccién 5" que contiene el sitio de
interés, y un conjunto de instrucciones.

49. Un fragmento de ADN que contiene un sitio de interés a ser secuenciado
y un sitio de reconocimiento para una enzima de restricciéon, en donde la
digestion con la enzima de restriccidn crea una proyeccion 5° en el fragmento
de ADN, y en donde el sitio de interés y el sitio de reconocimientos de la
enzima de restriccion estin relacionados entre sl, de forma que esa digestién
con la enzima de restriccion genera una proyeccién 5’ que contiene el sitio de
interés.

50. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:

(a) amplificar los alelos de un sitio de interés en un templete de ADN usando
una primera y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion tal que la digestion con
la enzima de restriccién genera una proyeccién 5' que contiene el sitio de
interés;
(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccibn que reconoce el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;
(c) incorporar nucledtidos en el ADN digerido de (b), en donde
()  un nucledtido que termina el alargamiento, y es complementario al
sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccién 5’ de dicho alelo, y
(ii) un nucledtido complementario al sitio de interés del otro alelo es
incorporado en la proyeccion 5 de dicho otro alelo, y dicho nucleétido
terminador, que es complementario a un nucledtido posterior en la proyeccién
5' de dicho otro alelo, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho otro alelo;
(d) determinar la secuencia de los alelos de un sitio de interés mediante la
determinacion de la secuencia del ADN de (c).
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51. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:

(@) amplificar un sitio de interés en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene una porcién de un
sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién, en donde el sitio de
reconocimiento completo se genera a la amplificacion del templete de ADN, tal
que la digestién con la enzima de restriccidn genera una proyeccién 5' que
contiene el sitio de interés;
(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restricciébn que reconoce el
sitio de reconocimiento completo generado por la segunda plantilla y el
templete de ADN;
(c) incorporar nucledtidos en el ADN digerido de (b), en donde
(i) un nucleétido que termina el alargamiento, y es complementario al
sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho alelo, y
(i) un nucledtido complementario al sitio de interés del otro alelo es
incorporado en la proyeccion 5' de dicho otro alelo, y dicho nucleétido
terminador, que es complementario a un nucleétido posterior en la proyeccion
5" de dicho otro alelo, es incorporado en la proyeccion 5° de dicho otro alelo;
(d) determinar la secuencia del sitic de interés mediante la determinacién de
la secuencia del ADN de (c).

52. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantila contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento, y la digestidn con la enzima de restriccion
genera una proyeccidn 5' que contiene el sitio de interés, y en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccién que
es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccién en la
segunda plantilla, y contiene un marcador en el terminal 5';
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(b) digerir el ADN amplificado con la enzima de restriccién que reconoce el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;
(c}) incorporar nucledtidos en el ADN digerido de (b), en donde

(i) un nucleStido marcado que termina el alargamiento, y es
complementario al sitio de interds de un alelo, es incorporado en la proyeccién
5' de dicho alelo, y

(i) un nuclebtido complementarid al sitio de interés del otro alelo es
incorporado en la proyeccion 5 de dicho otro alelo, y dicho nucledtido
terminador, que es complementario a un nucledtido posterior en la proyeccién
5' de dicho otro alelo, es incorporado en la proyaccién §' de dicho otro alelo;
(d) digerir el ADN de (c) con la enzima de restriccibn que reconoce el sitio
de reconocimiento en la primera plantilla; y
(e) determinar la secuencia de alelos de un sitio de interds mediante la
determinacién de la secuencia del ADN digerido de (d) que contiene el
nucledtido marcado.

53. Un método para determinar una secuencia de alelos de un sitio de
interés, dicho método comprende:

(a) amplificar un sitio de interés en un templete de ADN usando una primera
y segunda plantillas, en donde la segunda plantilla contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccibn que fragmenta ADN a una
distancia del sitio de reconocimiento, y la digestién con la enzima de restriccién
genera una proyeccion 5' que contiene el sitio de interés, en donde la primera
plantilla contiene un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion que
es diferente del sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion en la
segunda plantilla, y contiene un marcador en el terminal §', y en donde la
temperatura de recocido para el ciclo 1 de PCR es cercana a la temperatura de
fusion de la regién 3’ de la segunda plantilla que recoce al templete de ADN, la
temperatura de recocido para el ciclo 2 de PCR es cercana a la temperatura de
fusién de la porcién de la region 3' de la primera plantilla que recoce al templete
de ADN, y la temperatura de recocido para los ciclos restantes es cercana a la
temperatura de fusién de la segunda plantilla completa;
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(b) digerir el ADN ampiificado con la enzima de restriccién que reconoce el
sitio de reconocimiento en la segunda plantilla;
(c) incorporar nucleédtidos en el ADN digerido de (b), en donde

(i) un nucledtido marcado que termina el alargamiento, y es
complementario al sitio de interés de un alelo, es incorporado en la proyeccion
5’ de dicho alelo, y

(i) un nucledtido complementario al sitio de interés del otro alelo es
incorporado en la proyeccion 5 de dicho otro alelo, y dicho nucledtido
terminador, que es complementario a un nucledtido posterior en la proyeccién
5' de dicho otro alelo, es incorporado en la proyeccién 5' de dicho otro alelo;
(d) digerir ol ADN de (c) con la enzima de restriccién que raconoce el sitio
de reconocimiento en la primera plantilla; y
() determinar la secuencia de alelos de un sitio de interés mediante la
detemninacion de la secuencia del ADN digerido de (d) que contiene el
nucleétido marcado.

54. El método de las reivindicaciones 50 a 53, en donde dicho método se
usa para determinar la secuencia de un alelo mutante en la presencia de un
alelo normal.

55. El método de la reivindicacién 54, en donde el alelo mutante y el alelo
nomal estan presentes en una relacidon seleccionada del grupo consistente de:
1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6-1:10, 1:11-1:20, 1:21-1:30, 1:31-1:40, 1:41-1:50, 1:51-
1:60, 1:61-1:70, 1:71-1:80, 1:81-1:90, 1:91-1:100, 1:101-1:200, 1:250, 1:251-
1:300, 1:301-1:400, 1:401-1:500, 1:501-1:600, 1:801-1:700, 1:701-1:800, 1:801-
1.900, 1:901-1:1000, 1:1001-1:2000, 1:2001-1:3000, 1:3001-1:4000, 1:4001-
1:5000, 1:5001-1:6000, 1:6001-1:7000, 1:7001-1:8000, 1:8001-1:9000, 1:9001-
1:10,000; 1:10,001-1:20,000, :20,001-1:30,000, 1:30,001-1:40,000, 1:40,001-
1:50,000 y mas de 1:50,000.

58. El método de las reivindicaciones 54 o 55, en donde dicho alelo mutante
es de un gen seleccionado del grupo consistente de BRCA1, BRCA2, MSH6,
MSH2, MLH1, RET, PTEN, ATM, H-RAS, p53, ELAC2, CDH1, APC, AR,
PMS2, MLH3, CYP1A1, GSTP1, GSTM1, AXIN2, CYP19, MET, NAT1,
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CDKN2A, NQO1, trc8, RAD51, PMS1, TGFBR2, VHL, MC4R, POMC, NROB2,
UCP2, PCSK1, PPARG, ADRB2, UCP3, glur1, cart, SORBS1, LEP, LEPR,
SIM1, TNF, IL-6, IL-1, IL-2, IL-3, IL1A, TAP2, THPO, THRB, NBS1, RBM15,
LIF, MPL, RUNX1, Her-2, receptor glucocorticoide, receptor estrégeno, receptor
tiroide, p21, p27, K-RAS, N-RAS, protelna retinoblastoma, gen Wiskott-Aldrich
(WAS), Factor V Leiden, Factor II (protrombina), metileno tetrahidrofolato
reductasa, fibrosis quistica, receptor LDL, receptor HDL, gen de la superdxido
dismutasa, y gen SHOX,

206

53

b



FIG. 1A

g N, -
Y : N AR

A
. L ¥ [ ] l ' < L 4
' W% Nn

mwl € K cacas
[ e\
corca s cee s 1320 bp

23y

25X



FIG. iB

VAN

258



FIG. 1C

. Jetuplesy del primer
I y .} * y  ddedePrR




F1G. 1D

SR ‘
T

L SR G eenacenens _— d
¥

Segundo plastilio

Plantilla del
sspimdo ciclo de
PCR

{3



FIG. 48

Primers Flantills
r " v L ¢
L — . P -
r [ | » ] ] ] r
- FPlontile del smeer
ciete dr PCR
r L | | ] ¢ ¢
T
SRS, S e ’
¥
Segumie pisiilia

258

N



n o
L i

L)

: s

iy

.

W "

259

7t



FIG. 1G

kS
S




%1

FIG. 1H




7z 6L




P2

FIG. 2

”oms

2632



¥

eppeme 2 smsweniacms |

FIG. 3A-

1w Cycle (TM1:
.23 Jycle {TMRZ)

39 Cyzle (TM3)

[

64C

FI1G. 3B



- 1A

. . (S At). .
« . o159 me). .

265



hyZ

264

¥ GCCANGTATAATTYTCCYGATAMAGGCTOGECTGC. . . (39 nt). . m‘:
¥ OGGYTCATATTAAAMNGGACTATTYCCGACCOGMGG. . - {39 ot). . GIT



oxL

FIG. 4C




WL

FIG. 4D

49

_'L_ :

., . {02 at). .CCAAGGSCITTACYCGATGRTAGITG
. (62 at). .GGTTCCeGAAXIGAGCTACTATOSAC 5

ymm
5

BeeAl



2kl

£
®—A\Y.

FIG. 5A

y

EcoRI

ARTTCYATARTTTPCCTRATAARGECTS .
TTTOCGAC. .

{89 nt). . CARTTTGCACTARTGAACTTTACCT. rranc ¥
. (35 pt). . GTTARACGTGATTACTTCAAATGGATCAGIGGACTAAATTC ¥
DS
BowEY




27D

FIG. 5B

EcaoRI ¥

\ . (3% ntl. . CAATTTGCACTARPSAAGTTTACCTAGOCGTCAGATTIAAG .

TYAAMAGGACTATTICCGAC. . . {59 at]. . GYTAAMGIGATEACTTCAAATGCGATCOCCAGECTAANTTC
- BoeAJ

—AT
-
3 TR




wt

FIG. 5C

¥
®—AAGTIT
v

. . {82 o%}. . CCAMGIGSCTTTACTCOGRTGAGICCCTTATOGTGRT s
. . 182 ot]l. .GGTTOCSGAAATGAGCTACTCAGGGRATAGCACTA T

BsmF¥



sl

[

FIG. 5D

@ AMIITTARA'
Y.

. .182 nt). .CCAAGGSCTTTACTCGATGMCCGYTIATCCYGAT ¥

. 182 at). .GGTTCCSGAARTGAGCTACTCOGCAMXTAGCACTA T
BoeAl



o

FIG. 6A

s . Beayl
@®—Ar.

¥ TATTGGCATACECYTAMATATIMAAGGACTATYIOOGAC . .

3

. (39 ati. .. CAARTTTOCKKCTA

1S9 ot) -

b 2 :uuuuq,',. .me‘cf
b

<222



X

FIG. 6B

5 EceR] R
@— ATANCX AAYTT

é. - -(5% oui.
y TRTTGOCOATAOGCHARCXTHTTARRACGRCTATTICCGAC . .

- (85 nt).

g

. CAATTTUCACTA
.. GTTARRCGTGRTCA T

=%



FIG. 6C

*—

AAYC. .
T TTCARATCTAGTCY A ACT TTOFICT TCAACAGRCTATTAG .

k3
. {82 mt). .CCARGG

. + {82 at). .GGYTCCaGAA s

275



27

F1G. 6D

[ EesRI T
@— ARGTTTAGATCAGANITCGTGAAMGCAGAAGTICTCTGATAATC. . . (R2 Bt} | CCAKSS"
-y TICMATCTACTCITMGOACTTTCOTCITCAMCAGRCTATIAG. . . TBZ.4t). .GUTTCCKG 5




272

FIG. 7A

BoaRI - f y
AX TAMMGGCYG. . . {59 ak). . CARTTTGCACTAR ™
- TATIARAMIGACTATIYCOGN, . . (58 nt}. . Gmmm:ns




4

\

FIG. 7B

5 EcaRJ ) ¥ 3
. .159 nt). . CARTYTGCACTARS
¥ ATTTCCGAC. . . (59 Dt). . GTTAAACGTGATTA ¢



FIG. 7C

>

¥

. .{82 nt). .CCARGGS™
TTAG. .

. (82 nt).. .GGTTCCsGAA

¥

£)

%%



FIG. 7D

BeoRX L

5
@— AMNGTTT. . . (82 n3). mﬂ
y TTCARATCIAGTCTEAAGCACTTTOGTCTYCAACAGACTATTAG. . . (82 nt}. . Gy -



FIG. 7E

[ - X . . .135 ot). . CAATTTGCACTAR™
y TAPTOGCATACGCTYAAGATATTAAAAGGACTATTTOCGAC. . . {59 nt). . GTTAAMCGTGATIACT ¢

T . EcoBI ; ¥
.-‘Ammmm . . (39 mt). .

CAY ¥ - . . .- .
y TOOCAFACGCT mmurwmcuw r (35 or). . OTTAAACGIGATIACT .

+
_ L!,.d.!u . -~ ﬁ ¥
’O—Wna TG . (19-0T) L .. CARTTTECACTARYGTM
¥ ISSL ot). . s
+
8 Keora ¥ ¥
©— ATAACCGTATGORARTICTATAATTTTCCTGATAAAGGCTG. . . (39 nt). . CAATTTGCACTARTGA
y TRTTGECATACGCTTAAGATATTAAMAGGACTATITOCGAC. . . (39 6t). . GTTAAACGYGATEACT



. .(39 nt). . CAATTTGCACERRT,

v . .39 ntd. . AT=ACY:,
PR o



FIG. 8B

@—ATRACCGTAIGTS
.., TATTGGCATACGCTRAA g
3

&

AATTCTATAATTTPCCTGATAMRGSCTG -

5

. -(59 o).
GRTAYTAARAGGACTATTTCOGAC . .

- (59 at!.

ki

. CAATTTGCACTAR™
. GTTAAACGTGATZA 4

¥



FIG. 8C

reae ¥ AXTTOGTGAMAGCAGAALTTIGTCTGATARTC, . . (€2 nt)}. .OCAACGS™™
> 5 ,mmmmm...(oznc)..m_




g

L

AATICCTGAAAGCAGRAGTICTCTGATAATC .
CCACTTICGTCYTCAACRGACTATTRG . -

Y

1

. (%2 at). .ccanceee T

- (B2 nr). .GQTICCaE



.3

FIG. 9A " FIG. 9B FIG. 9C | FIG. 9D

Q A T ¢ |G A T C G A T ¢ |G A T ¢! K

IL__SNP_ | HC21500027 1 TSCOQRSS12 TSC0085812 TSC0264580 HC21500027
Rastichon 1
| enzyme sita on BoeA | BeeA | 8smfF | BsmF | BsmF i
S8CONG DrNGr

3T tonscu | SA aan

FUNTIR FRT MO LR Jp Y Wi Ap ApIS

T

ArCCC S TrACTS
JA ¥a G A a7
Sao5 | TGeams | e | 0y
R [eT/N i Yol A
8

3
2




28y

FIG. 10

SNP Nucleotide(s)

TSCO0037315

TSCO214366
TSC0413944
TSCO095512
HC21300131
HC21500027




SPERDBESIRIR ¥ CONERLID 285
; Radicacion : 897180 99000008 Folios: 291
i Fecha (i9)s PRA-09-23 16156147
Tramite ¢ 011 PCT-PATENT 279 FASE MACI 411 PRESENTR
Dopestonciar 2829 DIVISION 36

<
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [x]y
@ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud X+
€ Descripcion de la invencién. %154
@ Dibujos de ser estos pertinentes (Yl 25
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas x]2
COMPLETA [x] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
¢ Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién gréfica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] - : INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

@ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la sol:cltud
¢ Representacién grafica del esquema trazado

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA INCOMPLETA [ ]

Firma Respons

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
Conmutador: 38208 40
Fax: 350 52 20
E-mall: jnfo@sic.gov.co
WWW.SiC.gov.co
Bogota, D.C., Colombla




ﬁ 2SNo
In ﬁmercio
sU PNETRNDERMRENCIA

2020 . L
Bogota D C
Doctor(a) Oficio N°
ALICIA LLOREDA RICAURTE ”
Apoderado 10047
ravgen
ASUNTO:
Radicacion N° 04-87182
Solicitud intemacional PCT/US03/06376
Fecha inicio fase nacional 2004-10-01
Tramite 011
Evento 379
- Actuacion 430
. Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisiébn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circutar Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que;

o La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

¢ .La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lieno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica.

- o« [En caso que se presenten anexos al examen preliminar, estos deben ser
anexados junto con su respectiva traduccién.. (Art. 36.2.b) del tratado PCT).

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
" En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio rme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitule quinto delAltuloprirdero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

EDES DE VERGEL
de Nuevas Creaciones.

El anterior -requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha,

q
— 29 00T 2a4 Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10

202063
Conmutador. 382 0840
Fax: 350 5220
E-mail: info sic.gov.co
www.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia



