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CEBADOR

Campo de Invencién

La presente invencidén se refiere a un cebador y, méas
especificamente, a un cebador para la deteccidn de una mutacidn
en una secuencia de polinucledétidos. La presente invencidn
también se refiere a un kit que comprende el cebador y a un
método para detectar una mutaciédn en una secuencia de
microsatélites.

Antecedentes de la Invencién

Las mutaciones de desplazamiento de marco pueden
causar enfermedades al alterar la traduccidén normal de
proteinas. Entre otras patologias, las mutaciones de
desplazamiento de marco se han relacionado con el cancer y, en
particular, con los canceres relacionados con la inestabilidad
de los microsatélites. La inestabilidad de microsatélites (MSI,
por sus siglas en 1inglés) es un estado hipermutable de las
células causado por un deterioro en la reparacidén de errores
de coincidencia del ADN (MMR, por sus siglas en inglés). En
otras palabras, las células afectadas por MSI no tienen
mecanismos de reparacidén que funcionen adecuadamente y, por lo
tanto, acumulan mutaciones espontéaneas durante las
replicaciones del ADN, 1lo gque puede causar mutaciones por
desplazamiento de marco. Estos errores se acumulan

particularmente en microsatélites, que son secuencias
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repetidas de  ADN (mas cominmente una repeticién de
dinucledétidos de los nucledbtidos C y A). Por lo tanto, MSI
produce mutaciones de insercidén y delecidn en estas secuencias
repetidas llamadas microsatélites.

La MSI se ha relacionado con muchos canceres,
incluidos los de colon, gastrico, endometrio, ovario, tracto
hepatobiliar, tracto urinario, cerebro y piel (Cortes-Ciriano
et al. 2017). Se han encontrado mutaciones de desplazamiento
de marco en ASTEl, TAF1lB, KIAA2018 y SLC22A9. En particular,
la mutacidén del marco de lectura de TGFBR2 estd presente en un
gran numero de cénceres colorrectales (CRC, por sus siglas en
inglés) y canceres géastricos (GC, por sus siglas en inglés)
causados por la inestabilidad de microsatélites (MSI). También
se sabe que la mutacidén de desplazamiento de marco de TGFBR2
estd asociada con el sindrome de Lynch. La MSI consiste en
mutaciones de insercidén y eliminacidn en tramos de repeticiones
cortas de ADN en tandem (microsatélites) en todo el genoma. Se
informa que mas del 95% de las mutaciones de desplazamiento de
marco en el CCR son eliminaciones de un solo nucledbdtido (Maby
et al. 2015).

En wvista de lo anterior, las mutaciones de
desplazamiento de marco ofrecen un objetivo terapéutico para
el tratamiento de enfermedades asociadas con tales mutaciones,
incluidos muchos cénceres. Sin embargo, no todos los pacientes

que padecen la enfermedad tendréan esta mutacidn,
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particularmente los pacientes con cancer, en donde se sabe que
la enfermedad es muy heterogénea. Por lo tanto, es importante
poder detectar el subconjunto de pacientes dentro de una
poblacién con enfermedad que tengan una mutacidén en el marco
de lectura, para encontrar los pacientes que responderian a la
terapia dirigida a la mutacién en el marco de lectura.

Por ejemplo, la vacuna contra el cancer FMPV-1, que
consiste en un péptido inmunogénico mutante, se dirige al
TGFBR2 mutante con desplazamiento del marco de lectura como se
describe en el documento WO/2020239937. No todos los pacientes
con MSI-CRC (aproximadamente 75%) y MSI-GC (aproximadamente
80%) tienen TGFBR2Z mutado por desplazamiento de marco. Para
garantizar el reclutamiento Unicamente de pacientes elegibles
para estudios clinicos con FMPV-1, seria muy util llevar a cabo
pruebas de deteccidén del mutante TGEFBR2 en los pacientes para
encontrar los pacientes que se beneficiardn de la terapia. En
otras palabras, la deteccidén de mutaciones de desplazamiento
de marco puede ayudar a proporcionar un enfoque de medicina
personalizada para enfermedades en las que esta mutacidn puede
estar presente o no. Ademéds, la deteccidén de tales mutaciones
puede ayudar a reclutar candidatos adecuados para un ensayo
clinico para probar terapias dirigidas a las mutaciones de
desplazamiento de marco.

Este enfoque de deteccidén y medicina personalizada

también seria Util para pacientes con una delecidén de un solo
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nucledétido en el gen ASTEl. En particular, la vacuna contra el
cancer FMPV-2 (también denominada “fsp8”) es un péptido
inmunogénico mutante que se dirige al mutante ASTEl con
desplazamiento de marco, como se describe en el documento
W02021/239980. Una eliminacidén de un solo nucledétido en este
gen es la mutacidén de desplazamiento de marco més dominante,
pero no ocurre en todos los canceres MSI-H. Por lo tanto, seria
util seleccionar a los pacientes para la deteccidén del ASTEL
mutante, para encontrar los pacientes que se beneficiarédn de
la terapia, tal como se menciond anteriormente con respecto al
TGFRR2.

Actualmente, es necesario secuenciar el genoma del
paciente para comprender su estado de TGFBR2 y ASTEl, o
confiar en la amplificacién del ADN seguida de 1la
secuenciacidén para detectar la presencia o ausencia de la
mutacidn del marco de lectura. Estos métodos de
secuenciacidén tardan alrededor de 2 dias en completarse vy
normalmente deben ser llevados a cabo por un laboratorio
externo, ya que los hospitales generalmente no cuentan con
el equipo disponible para llevar a cabo la secuenciacidn.
Por lo tanto, esto requiere que las muestras se transporten
al laboratorio de pruebas. Por lo tanto, existe la necesidad
de proporcionar un ensayo mas sencillo para la deteccidn
especifica de mutaciones de desplazamiento de marco,

particularmente con fines de medicina personalizada.
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La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en 1inglés) es una tecnologia bien establecida para
analizar secuencias de ADN. La especificidad del ADN de una
prueba de PCR estéd determinada por los cebadores disefiados para
interactuar con la secuencia de ADN objetivo. Sin embargo, los
cebadores de PCR normalmente no pueden apuntar a una regidn
con mads de cuatro repeticiones de nucledtidos, lo que significa
que el uso de cebadores para detectar un cambio en una regidn
de microsatélite no es trivial.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar una
técnica para la deteccidn especifica en biopsias de tumores de
mutaciones de desplazamiento de marco que pudieran ser
relevantes en la enfermedad, en particular en TGFBR2 y ASTEl.
Las biopsias de tumores sélidos no son representativas de todo
el tumor, ya que los tumores tienden a ser heterogéneos y, de
esta manera, las biopsias de tumores son representativas sélo
de la parte del tumor de la gque se toma la biopsia. Por el
contrario, las biopsias liquidas son mucho mas representativas
de todo el céncer y son mas faciles de trabajar. Por lo tanto,
es deseable que esta técnica sea adecuada para la deteccidn de
ADN libre de células (ADNcf) en biopsias liquidas (por ejemplo,
plasma) .

Breve Descripcién de la Invencién

La presente invencién resuelve las necesidades vy

objetivos anteriores mediante el disefio de cebadores y ensayos
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de amplificacién de ADN usando tales cebadores, gue son capaces
de distinguir entre un microsatélite con una mutacidén de
desplazamiento de marco y un microsatélite sin mutacidn de
desplazamiento de marco (es decir, un microsatélite de tipo
salvaje). En particular, estos cebadores permiten el uso de
PCR para distinguir entre una mutacidén de desplazamiento de
marco y un microsatélite de tipo salvaje 1incluso aunque
difieren sélo en tan solo un nucledétido UGnico, por ejemplo, al
llevar a cabo 1la PCR en condiciones subéptimas. Estas
condiciones subdptimas aumentan la rigurosidad de la reaccidn
de manera que se magnifica la diferencia entre la eficiencia
de amplificacién entre el microsatélite mutante con
desplazamiento de marco y el tipo salvaje, proporcionando una
prueba mas sensible para el microsatélite mutante con
desplazamiento de marco. Estas condiciones subdptimas se pueden
lograr de diferentes maneras. Por lo tanto, esta es una
invencidén Gtil en la deteccidn de mutaciones de desplazamiento
de marco, el diagnéstico de enfermedades relacionadas con MSI
y/o la deteccidén de sujetos para determinar su idoneidad para
el tratamiento contra tales mutaciones de desplazamiento de
marco.

En un aspecto de la invencidn, se proporciona un
cebador para la deteccidén de una mutacidén en un microsatélite
contenido en una secuencia objetivo de una molécula de ADN

bicatenario, en donde la mutacidén es un desplazamiento de marco
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del microsatélite en comparacidédn con la correspondiente
secuencia de microsatélite de tipo salvaje, y en donde el
cebador comprende una regidén de al menos 10 nucledtidos que es
complementaria a la secuencia objetivo de la cadena en
antisentido o sentido de la molécula de ADN que contiene el
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento de
marco, excepto que el cebador incluye entre uno y cuatro, o
entre uno y tres, nucledétidos que no coinciden con la secuencia
objetivo que contiene la mutacidén en el microsatélite y que
tampoco coinciden con una secuencia correspondiente que
contiene el microsatélite de tipo salvaje. En algunas
modalidades, el cebador incluye entre uno y tres nucledtidos
que no coinciden con la secuencia objetivo qgque contiene la
mutacidén en el microsatélite y gque tampoco coinciden con una
secuencia correspondiente que contiene el microsatélite de tipo
salvaje.

En algunas modalidades, el cebador estd configurado
para aparearse a lo largo del microsatélite que tiene una
mutaciédn de desplazamiento de marco, y con al menos un
nucledtido, o al menos dos nucledtidos, que flanquean el
extremo 5' y/o al menos un nucledtido que flanquea el extremo
3'" del microsatélite que tiene una mutacidén de desplazamiento
de marco. En algunas modalidades, el cebador estd configurado
para aparearse a lo largo del microsatélite que tiene una

mutaciédn de desplazamiento de marco, y con al menos dos
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nucledétidos que flanquean el extremo 5' y/o al menos dos
nucledtidos que flanquean el extremo 3' del microsatélite que
tiene una mutacidén de desplazamiento de marco.

En algunas modalidades, el cebador consiste en entre
16 y 30 nuclebtidos.

En algunas modalidades, al menos un nucledétido no
coincidente se ubica en una posicidén del cebador que esté
configurado para aparearse en 3' cadena abajo del microsatélite
o dentro del microsatélite.

En algunas modalidades, al menos un nucledétido no
coincidente estd dentro de tres o cuatro nuclebdtidos 5' cadena
arriba o 3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite.

En algunas modalidades, al menos un nucledétido no
coincidente es una sustitucidédn de una timina (T) por una
adenina (A), una sustitucidén de una adenina (A) por una guanina
(G), una sustitucidén de una timina (T) por una citosina (C) o
una sustitucidén de una citosina (C) por una guanina (G).

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un
kit para la deteccidén de una mutacidédn en un microsatélite
contenido en una secuencia objetivo de una molécula de ADN
bicatenario, en donde la mutacidén es un desplazamiento de marco
del microsatélite en comparacidén con la secuencia de
microsatélite de tipo salvaje correspondiente, y en donde el
kit comprende un primer cebador de la invencién, y un segundo

cebador, en donde el segundo cebador estd configurado para
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aparearse con la secuencia objetivo 3' cadena abajo del
microsatélite en la cadena opuesta de la molécula de ADN a la
cadena en donde estd configurado para aparearse el primer
cebador.

Debe entenderse que cuando se hace referencia a "3'
cadena abajo" esto es con respecto al (primer) cebador, es
decir, en la direccidén de la extensidén de la ADN polimerasa
del (primer) cebador. En otras palabras, el término "3' cadena
abajo" se refiere a una posicién 3' en el cebador, que
corresponde a una posicidén 5' en la secuencia plantilla. Por
ejemplo, la expresién "al menos un nucledtido no coincidente
estd ubicado en una posicidén del cebador que esta configurado
para aparearse en 3' cadena abajo del microsatélite", arriba,
significa que al menos un nucledétido no coincidente estd en 3'
cadena abajo, en el cebador, del microsatélite, es decir, 5'
cadena arriba del microsatélite en la secuencia plantilla. De
manera similar, debe entenderse que cuando se hace referencia
al "extremo 3' del microsatélite que tiene una mutacidén de
desplazamiento de marco", esto es con respecto al (primer)
cebador. En otras palabras, el término "extremo 3'" se refiere
al extremo 3' del cebador, que corresponde al extremo 5' de la
secuencia plantilla.

De manera similar, debe entenderse que, cuando se
hace referencia a "5' cadena arriba", esto es con respecto al

(primer) cebador. Por ejemplo, la expresién “el cebador estéa
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configurado para aparearse a lo largo del microsatélite que
tiene una mutacidédn de desplazamiento de marco, y con al menos
dos nucledétidos que flanquean el extremo 5' y/o al menos dos
nucledtidos que flanquean el extremo 3' del microsatélite que
tiene un mutacién de desplazamiento de marco”, arriba,
significa que el cebador puede aparearse con al menos dos
nucledtidos que flanquean el extremo 5' del microsatélite con
respecto al cebador, es decir, con al menos dos nucledtidos
que flanquean el extremo 3' del microsatélite con respecto a
la plantilla. De manera similar, debe entenderse que cuando se
hace referencia al "extremo 5' del microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento de marco", esto es con respecto al
(primer) cebador. En otras palabras, el término "extremo 5'"
se refiere al extremo 5' del cebador, gque corresponde al
extremo 3' de la secuencia plantilla.

En algunas modalidades, la mutacidén de desplazamiento
de marco estd en un microsatélite en el gen TGFBR2 y comprende
la secuencia de acuerdo con los residuos 270 a 278 de SEC ID
NO: 20, y en donde el primer cebador comprende la secuencia
definida por cualquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5 o 7, y/o el
segundo cebador comprende la secuencia definida por SEC ID NO:
2.

En algunas modalidades, la mutacidén de desplazamiento
de marco estd en un microsatélite en el gen ASTEl y comprende

la secuencia de acuerdo con los residuos 328-337 de SEC ID NO:
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32, y en donde el primer cebador comprende la secuencia
definida por SEC ID NO: 15 o 31, vy/o el segundo cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 10.

En algunas modalidades, el kit comprende ademés:

un tercer cebador, en donde el tercer cebador esté
configurado para aparearse 5' cadena arriba de la regidén con
la que el segundo cebador esta configurado para aparearse, y
en donde el tercer cebador estd configurado para aparearse con
la misma cadena que el primer cebador y la cadena opuesta con
el segundo cebador, u otro par de cebadores de control.

En algunas modalidades, la secuencia que contiene el
microsatélite de tipo salvaje comprende la secuencia definida
en SEC ID NO: 19, vy preferiblemente el tercer cebador comprende
la secuencia definida por SEC ID NO: 1.

En algunas modalidades, la secuencia que contiene el
microsatélite de tipo salvaje comprende la secuencia definida
en SEC ID NO: 32, y preferiblemente el tercer cebador comprende
la secuencia definida en SEC ID NO: 11 o SEC ID NO: 38.

En algunas modalidades, el kit comprende ademéas los
componentes para llevar a cabo la amplificacién de ADN,
preferiblemente en donde los componentes comprenden al menos
uno de: un amortiguador, dNTP y Tag-polimerasa.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un
cebador para la amplificaciédn de ADN gque comprende la secuencia

definida por cualquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5, 7, 15, 31, 39,
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40 o 41, preferiblemente una de SEC ID NO: 3, 15, 31, 39, 40 o
41, mas preferiblemente una de SEC ID NOs: 3, 15 y 31.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un
método para detectar una mutacidén en un microsatélite contenido
en una secuencia objetivo de una molécula de ADN bicatenario,
en donde la mutacién es un desplazamiento de marco del
microsatélite en comparacidn con la secuencia de microsatélite
de tipo salvaje correspondiente, vy en donde el método
comprende:

a) proporcionar una primera alicuota de una muestra
que comprenda ADN humano,

b) afiadir a la primera alicuota los componentes
necesarios para la amplificacién del ADN, un primer cebador y
un segundo cebador; en donde el primer cebador es adecuado para
la deteccidén de una mutacidn en un microsatélite contenido en
una secuencia objetivo de una molécula de ADN bicatenario vy
comprende una regidén de nucledtidos que es complementaria a la
secuencia objetivo que contiene el microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento de marco excepto entre uno y cuatro,
o uno y tres, nucledétidos que no coinciden con la secuencia
objetivo que contiene el microsatélite que tiene una mutacidn
de desplazamiento de marco y que tampoco coinciden con una
secuencia correspondiente que contiene el microsatélite de tipo
salvaje y en donde el primer cebador estd configurado para

aparearse a lo largo de la longitud del microsatélite que tiene
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una mutacién de desplazamiento de marco y para aparear con al
menos un nucledétido que flanquea el extremo 3 del
microsatélite que tiene una mutacidn de desplazamiento de marco
y al menos un nucledétido que flanquea el extremo 5' del
microsatélite que tiene una mutacidén de desplazamiento de
marco; y el segundo cebador estd configurado para aparearse
con la secuencia objetivo 3' cadena abajo del microsatélite,
para formar una primera mezcla de reacciédn;

en donde el primer cebador estd configurado para
aparearse con la cadena en sentido de la molécula de ADN y el
segundo cebador estd configurado para aparearse con la cadena
en antisentido de la molécula de ADN, o el primer cebador esté
configurado para aparearse con la cadena en antisentido de la
molécula de ADN y el segundo cebador estd configurado para
aparearse con la cadena en sentido de la molécula de ADN,

c) llevar a cabo la amplificacién del ADN en la
primera mezcla de reaccidn,

d) detectar la ©presencia de la mutacidén de
desplazamiento de marco en la muestra cuando se produzca un
producto de amplificacién a partir de la amplificacidén del ADN
de la primera mezcla de reaccidédn. En algunas modalidades, el
cebador comprende entre uno y tres nuclebdtidos que no coinciden
con la secuencia objetivo que contiene el microsatélite que
tiene una mutacidén de desplazamiento de marco y que tampoco

coinciden con una secuencia correspondiente que contiene el
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microsatélite de tipo salvaje.
En algunas modalidades, el método comprende ademas:
a) afiadir también a la primera alicuota:
I) el segundo cebador y un tercer cebador, en
donde el tercer cebador estd configurado para aparearse 5'
cadena arriba de la regidén con la cual el segundo cebador esté
configurado para aparearse, y en donde el tercer cebador esta
configurado para aparearse con la misma cadena que el primero
cebador y la cadena opuesta al segundo cebador o
IT) un par de cebadores de control, para formar
la primera mezcla de reaccidn o
b) proporcionar una segunda alicuota de la muestra
que comprenda ADN humano y agregar a la segunda alicuota los
componentes necesarios para la amplificacidén del ADN y:
I) el segundo cebador y un tercer cebador, en
donde el tercer cebador estd configurado para aparearse 5'
cadena arriba de la regidén con la cual el segundo cebador estéa
configurado para aparearse, y en donde el tercer cebador esta
configurado para aparearse con la misma cadena que el primero
cebador y la cadena opuesta al segundo cebador o
IT) un par de cebadores de control, para formar
una segunda mezcla de reaccidn
llevar a cabo la amplificacién de ADN en la mezcla
de reaccidén, y detectar que la amplificacidén de ADN se haya

llevado a cabo con éxito cuando se produzca un producto de
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amplificacién a partir de la amplificacién del ADN de la
segunda mezcla de reaccidn.

En algunas modalidades, la amplificacidén de ADN es
una reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), en donde la PCR
comprende una pluralidad de ciclos de desnaturalizacidn,
hibridacién y extensioén.

En algunas modalidades, la mezcla de reaccidn
comprende amortiguador 1x o 0.5x, dANTP 0.4 mM, cebador directo
0.2 uM y cebador inverso 0.2 pM. En algunas modalidades, la(s)
mezcla(s) de reaccidn comprende una concentracidén final de ANTP
de 200 uM. En algunas modalidades, la mezcla de reaccidn
comprende, tal como concentracidén final, amortiguador 1lx o
0.5x, dNTP 200 uM, cebador directo 0.2 uM y cebador inverso
0.2 pM.

En algunas modalidades, el paso d) comprende ademas
ejecutar el producto de la reaccién de PCR en un gel vy
visualizar una banda para confirmar que la amplificacidén del
ADN ha sido exitosa.

En algunas modalidades, el método comprende ademas
el paso f) de cortar la banda para la secuenciacidén del ADN.

En algunas modalidades, la mutacidén de desplazamiento
de marco estd en un microsatélite en el gen TGFBR2 y la
secuencia objetivo comprende la secuencia de acuerdo con los
residuos 270 a 278 de SEC ID NO: 20, y en donde el primer

cebador comprende la secuencia definida por cualgquiera de SEC
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ID NO: 3, 4, 5, 7 o 39 y/o el segundo cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 2; o la mutacidédn de
desplazamiento de marco estd en un microsatélite en el gen
ASTE]l y la secuencia objetivo comprende la secuencia de acuerdo
con los residuos 328-337 de SEC ID NO: 33, y en donde el primer
cebador comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 15, 31,
40 o 41, y/o el segundo cebador comprende la secuencia definida
por SEC ID NO: 10.

En algunas modalidades, el microsatélite estd en un
gen TGFBR2, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
salvaje consiste en la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 19,
y en donde el tercer cebador comprende la secuencia definida
por SEC ID NO: 1; o el microsatélite estd en un gen ASTE1l, la
secuencia que comprende el microsatélite de tipo salvaje
comprende la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 32, y en donde
el tercer cebador comprende la secuencia definida por SEC ID
NO: 11 o SEC ID NO: 38.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un
método para diagnosticar una enfermedad asociada con una
mutaciédn de desplazamiento de marco de lectura en un
microsatélite, que comprende llevar a cabo el método para
detectar una mutacidén en un microsatélite de acuerdo con la
invencién.

En algunas modalidades, el método comprende ademas

determinar que un paciente gque padezca una enfermedad o
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trastorno asociado con una mutacidén en el marco de lectura sea
adecuado para un tratamiento dirigido a la mutacidédn en el marco
de lectura si la mutacidén en el marco de lectura se detecta en
el paso d) en una muestra del paciente.

En algunas modalidades, la enfermedad o trastorno
asociado con una mutacién de desplazamiento de marco es un
cancer.

En algunas modalidades, la enfermedad o trastorno es
cancer colorrectal o cédncer gastrico, y el tratamiento dirigido
a la mutacidén de desplazamiento de marco es FMPV-1, en donde
la mutacidén de desplazamiento de marco estd en un microsatélite
en el gen TGFBR2 y comprende la secuencia de acuerdo con los
residuos 270 a 278 de SEC ID NO: 20; o la enfermedad o trastorno
es cancer de endometrio o cancer gastrico y el tratamiento
dirigido a la mutacidén de desplazamiento de marco es FMPV-2, vy
la mutacidén de desplazamiento de marco estd en un microsatélite
en el gen ASTEl y comprende la secuencia de acuerdo con los
residuos 328 a 337 de SEC ID NO: 33.

En algunas modalidades, el método comprende ademas
el paso e) de tratar al paciente con FMPV-1 o FMPV-2.

En algunas modalidades, el microsatélite estd en un
gen TGFBR2, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
salvaje comprende la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 19, vy
el tercer cebador comprende la secuencia definida por SEC ID

NO: 1.
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En algunas modalidades, el microsatélite estd en un
gen ASTEl, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
salvaje comprende la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 32, y
el tercer cebador comprende la secuencia definida por SEC ID
NO: 11 o SEC ID NO: 38.

En algunas modalidades, el primer cebador comprende
la secuencia definida por cualquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5, 7
o 39, y/o el segundo cebador comprende la secuencia definida
por SEC ID NO: 2; o el primer cebador comprende la secuencia
definida por SEC ID NO: 15, 31, 40 o 41, y/o el segundo cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 10.

En algunas modalidades, la muestra es una biopsia
liquida que comprende ADN libre de células, preferiblemente en
donde la biopsia liquida es plasma.

En algunas modalidades, la amplificacién de ADN es
PCR, vy la PCR se 1lleva a cabo en condiciones de alta
rigurosidad, opcionalmente en donde las condiciones de alta
rigurosidad comprenden al menos uno de:

a) llevar a cabo el paso de hibridacién de PCR a una
temperatura que es al menos 1 °C, 2 °Cc, 3 °c, 4 °c, 5 °c, 6
°c, 7 °C, 8 °C, 9° C o 10 °C mas alta que la temperatura de
apareamiento recomendada de la reacciodn;

b) llevar a cabo el paso de hibridacién de PCR durante
s6lo 30 segundos, preferiblemente 15 segundos, por ciclo;

c) llevar a cabo la amplificacidén del ADN en una
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concentracién de amortiguador inferior a 0.1X, 0.2X, 0.3X,
0.4X, 0.5X, 0.6X o 0.75X;

d) llevar a cabo la amplificacién del ADN en un
amortiguador que comprenda iones de amonio; y

e) llevar a cabo 25, 20, 15 o 10 ciclos de PCR, o
menos de 25, menos de 20, menos de 15 o menos de 10 ciclos de
PCR.

En algunas modalidades, el amortiguador incluye iones
de amonio (NHz*) .

En algunas modalidades, el amortiguador incluye iones
de amonio (NH4*) y estd en una concentracidén de 1X.

En algunas modalidades, el amortiguador es un
amortiguador Key 1X.

Definiciones

En esta descripcidén, los siguientes términos pueden
entenderse como sigue:

Los términos "gen", "polinucledétidos" y "moléculas
de &cido nucleico" se usan indistintamente en el presente
documento para referirse a un polimero de multiples
nucledtidos. Las moléculas de acido nucleico pueden comprender
dcidos nucleicos naturales (es decir, ADN o ARN) o pueden
comprender &cidos nucleicos artificiales tales como Aacidos
nucleicos peptidicos, morfolina y acidos nucleicos bloqueados,
asi como acidos nucleicos de glicol y é&acidos nucleicos de

treosa.
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El término "nucledtido", tal como se usa en el
presente documento, se refiere a nucledtidos de origen natural
y analogos de nucledtidos sintéticos que son reconocidos por
enzimas celulares.

La frase "condiciones de alta rigurosidad" significa
condiciones que sb6lo permiten una amplificacidén exitosa del
ADN cuando existe un nivel muy alto de coincidencia con la
secuencia objetivo. En otras palabras, las condiciones son
subdéptimas para la amplificacién del ADN, de manera gque 1los
cebadores con menor coincidencia de secuencia con la secuencia
objetivo no pueden aparearse. Estas condiciones subdéptimas
pueden generarse alterando uno o mas de la temperatura, el
numero de ciclos, la fuerza idénica y la presencia de ciertos
disolventes organicos que permiten el emparejamiento de
secuencias de acidos nucleicos. A continuacidn, se proporcionan
mas detalles sobre las condiciones de alta rigurosidad. En
particular, las condiciones de alta rigurosidad pueden incluir
que el paso de hibridacién de la PCR se lleve a cabo a una
temperatura que es al menos un 2%, un 5% o un 10% mayor que la
temperatura de hibridacidén recomendada de la reaccidén. Como
alternativa, el paso de hibridacién de la PCR se lleva a cabo
a una temperatura que esta al menos 1 °C, 2 °C, 3 °C, 4 °C, 5
°c, 6 °c, 7 °C, 8 °C, 9 °C o 10 °C por encima de la temperatura
de apareamiento recomendada de la reaccién. En algunas

modalidades, el paso de hibridacidén de la PCR se lleva a cabo
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a una temperatura que es 4 °C superior a la temperatura de
hibridacién recomendada de la reaccidén. Por ejemplo, el paso
de apareamiento se puede llevar a cabo a entre 44 °C y 61 °C o
62 °C, como se detalla mds adelante. El paso de apareamiento
puede llevarse a cabo en forma adicional o como alternativa
durante un periodo méds corto que el recomendado para la
reaccidén, por ejemplo, el paso de apareamiento puede reducirse
de 45 segundos a 30 segundos o 15 segundos. De manera adicional
o como alternativa, las condiciones de alta rigurosidad pueden
incluir el uso de una concentracidén de amortiguador méas baja
que la recomendada para la reaccidén, tal como 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60% o 75% de la concentracidn recomendada de un
amortiguador en una reaccidén, en particular la concentracidn
de amortiguador puede ser inferior a 0.1X, 0.2X, 0.3X, 0.4X,
0.5X, 0.6X o 0.75X. De manera adicional o como alternativa,
las condiciones de alta rigurosidad pueden incluir el uso de
un amortiguador mas riguroso en la reaccidn, tal como un
amortiguador que incluya iones de amonio (NHs*), por ejemplo,
amortiguador Key. Se puede usar un amortiguador mas estricto a
una concentracién de 1X. En algunas modalidades, se usa el
amortiguador Key 1X. De manera adicional o como alternativa,
las condiciones de alta rigurosidad pueden incluir reducir el
numero de ciclos en una PCR, tal como llevar a cabo 25 ciclos,
20 ciclos, 15 ciclos o incluso 10 ciclos, en comparacidén con

30, 35 o 40 ciclos. En algunas modalidades, se llevan a cabo
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30 o menos, 25 o menos, 20 o menos, 15 o menos o 10 o menos
ciclos de PCR. Se puede usar una o mas de las condiciones
anteriores.

El término "desplazamiento de marco" significa una
mutacidén genética causada por una eliminacidédn o insercidn en
una secuencia de ADN que provoca un cambio en la secuencia, 1lo
que significa que los nucledtidos se agrupan en una serie
diferente de codones, lo que da como resultado que se traduzca
una proteina diferente a partir de esta secuencia. En muchos
casos, el desplazamiento de marco puede provocar un coddn de
parada prematuro en la secuencia de proteinas, lo que da como
resultado una secuencia de proteinas truncada. Por ejemplo,
una de esas mutaciones de desplazamiento de marco en TGFBR2 es
la eliminacidén de una sola adenina, lo que significa que una
secuencia de 10 adeninas (al0; que es un microsatélite) se
reduce a 9 adeninas (a9). La secuencia de TGFBR2 de tipo salvaje
se muestra en SEC ID NO: 34 y la secuencia de a9 TGFBR2 se
muestra en SEC ID NO: 35. Otro desplazamiento de marco de este
tipo es la eliminacidén de una sola adenina en ASTEl, lo que
significa que una secuencia de 11 adeninas (all; gque es un
microsatélite) se reduce a 10 adeninas (al0). La secuencia de
ASTE]l de tipo salvaje se muestra en SEC ID NO: 36 y la secuencia
de al0 ASTE]l se muestra en SEC ID NO: 37.

El término "microsatélite" significa una regidén de

ADN en donde se repite una secuencia, normalmente entre 5 y 50
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veces. Los microsatélites también pueden ser particularmente
vulnerables a la mutacidédn. Los microsatélites también pueden
denominarse “repeticiones cortas en tandem (STR, por sus siglas
en inglés)”. Los microsatélites pueden ser una serie repetida
de un Unico nucledétido como A, G, C o T, o pueden ser una serie
repetida de un motivo més largo, tal como TA (repeticidén de
dinucledtido) o GTC (repeticidn de trinucledtido).

Como es bien conocido en biologia molecular, la
guanina (G) y la citosina (C), y la adenina (A) y la timina
(T), son nucledtidos complementarios vy, por tanto, se
emparejaran, por ejemplo, durante la replicacién del ADN. En
la presente invencidén, un nucledétido "no coincidente" o "no
coincidido"™ puede ser una eliminacién de un nucledtido
complementario, una adicidén de un nucledétido o una sustitucidn
de un nucledtido complementario por un nucledtido no
complementario (es decir, no coincidente). Por ejemplo, una
falta de coincidencia con una guanina objetivo (G) puede ser
una adenina (A), una timina (T) u otra guanina (G), pero no
una citosina (C). En particular, cuando una mutacidén de
desplazamiento de marco provoca un aumento en la longitud del
microsatélite, entonces wuna adicidén de un nucledtido es
particularmente Util para distinguir el microsatélite mutado
por desplazamiento del marco del microsatélite de tipo salvaje.
Por el contrario, cuando una mutacidén de desplazamiento de

marco causa una disminucidén en la longitud del microsatélite,
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entonces una eliminacién de un nucledétido es particularmente
Util para distinguir el microsatélite mutado por desplazamiento
de marco del microsatélite de tipo salvaje. En un ejemplo, esta
eliminacién es una eliminacién de un Unico nucledétido de una
secuencia de microsatélites.

Nuevamente, como es bien conocido en el campo de la
biologia molecular, en los humanos el ADN estd formado por una
hélice de ADN bicatenario formada por dos cadenas, una en
sentido y una en antisentido. Por lo tanto, el experto conoceré
el término "cadena en sentido" como la cadena codificante, que
lleva nucledétidos transcribibles en una direccién 5' a 3', y
el experto conocerd el término "cadena en antisentido" como
una cadena que tiene una secuencia complementaria inversa a la
cadena codificante en una direccidén de 5' a 3', y que es la
plantilla para la transcripcidén del ARNm.

El término "cebador" se refiere a una secuencia corta
de ADN monocatenario que se usa para iniciar la amplificacidn
de ADN dirigida. Normalmente tiene una longitud de entre 18 y
24 bases, pero en algunas modalidades es mds corta o mas larga
que esta longitud tipica. Un "par de cebadores" son dos de esos
cebadores que provocan la amplificacién del ADN de wuna
secuencia objetivo especifica que se encuentra entre los sitios
de hibridacién de estos dos cebadores.

El término "tratar" se refiere a cualquier

tratamiento parcial o completo e incluye: inhibir la enfermedad
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o sintoma, es decir, detener su desarrollo; vy aliviar 1la
enfermedad o sintoma, es decir, provocar la regresidédn de la
enfermedad o sintoma.

Breve Descripcién de las Figuras

Las figuras 1A-1B muestran dos geles de
electroforesis de los productos de reacciones de PCR llevadas
a cabo en ADN molde de TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir,
de tipo salvaje) usando el par de cebadores Pl y P2 usando
diferentes cantidades de ADN molde. La figura 1A muestra
resultados con cantidades crecientes de ADN molde en nanogramos
(ng) vy 1la figura 1B muestra resultados con cantidades
crecientes de ADN molde en pictogramas (pg).

La figura 2 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para los
cebadores Pl y P4 en combinacidén con el cebador P2, a una
condicidén més rigurosa usando una temperatura de apareamiento
de 53 °C y un numero de ciclos reducido (25).

La figura 3 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para el
par de cebadores P4 y P2 en unas condiciones aln mds rigurosas

usando una temperatura de apareamiento de 55 °C.
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La figura 4 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para los
cebadores P6 y P10 en combinacidén con el cebador P2. En
particular, las bandas indicadas con un asterisco (*) eran las
de productos de una reaccidédn de PCR 1llevada a cabo a una
concentracién de amortiguador baja.

Las figuras 5A-5C muestran tres geles de
electroforesis de los productos de reacciones de PCR llevadas
a cabo en ADN plantilla del microsatélite TGFBR2 9a (es decir,
mutante) para los cebadores P4, P6 y P10 en combinacidén con el
cebador P2 (asi como el cebador Pl en combinacidén con el cebador
P2 como control positivo) en condiciones de PCR cada vez més
rigurosas. Las reacciones de la figura 5A se llevaron a cabo a
una temperatura de apareamiento de 55 °C durante 30 ciclos.
Las reacciones de la figura 5B se 1llevaron a cabo a una
temperatura de apareamiento de 56 °C durante 25 ciclos. Las
reacciones de la figura 5C se llevaron a cabo a una temperatura
de apareamiento de 58 °C durante 25 ciclos. Nuevamente, las
bandas indicadas con un asterisco (*) eran las de productos de
una reaccidén de PCR llevada a cabo a una concentracién de
amortiguador baja.

Las figuras 6A-6B muestran dos geles de

electroforesis de los productos de reacciones de PCR llevadas
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a cabo en ADN molde de TGFBR2 de microsatélite 9a (es decir,
mutante) y ADN molde de TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir,
tipo salvaje) para los cebadores Pl, P6 y P10 en combinacidn
con el cebador P2. En particular, las bandas indicadas con un
asterisco (*) eran las de productos de una reaccidén de PCR
llevada a cabo a una concentracién de amortiguador baja. Las
reacciones de la figura 6A se llevaron a cabo con pares de
cebadores y las reacciones de la figura 6B se llevaron a cabo
con tres cebadores.

La figura 7 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para los
cebadores Pl, P4 y P10 en combinacién con el cebador P2. Esto
incluye tres reacciones de cebador qgque incluyen tanto 1los
cebadores Pl y P2 como también el cebador P4 o P10.

La figura 8 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
microsatélite TGFBR2 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
microsatélite TGFBR2 10a (es decir, tipo salvaje) para cada
una de las combinaciones de cebadores enumeradas, lo que
demuestra que todos estos cebadores son funcional.

Las figuras 9A-9B muestran dos geles de
electroforesis de los productos de reacciones de PCR llevadas

a cabo en ADN plantilla de microsatélite TGFBR2 9%9a (es decir,
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mutante) para los cebadores P1, P4.1, P4.2 y P10.1, en donde
las reacciones de PCR se han llevado a cabo en amortiguador
Tag (KCl) estandar o amortiguador Key (que contiene iones de
amonio, NHs'). Las reacciones de la figura 9A se llevaron a
cabo a una temperatura de apareamiento de 56 °C y las reacciones
de la figura 9B se 1llevaron a cabo a una temperatura de
apareamiento de 58 °C.

Las figuras 10A-10B muestran una electroforesis en
gel de las reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 de microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para los
cebadores P4, P4.1, P4.2 y P6 en combinacidén con el cebador
P2. Las reacciones de la figura 10A se llevaron a cabo usando
amortiguador Tag estéandar y las reacciones de la figura 10B se
llevaron a cabo usando amortiguador Key (que comprende amonio,
NHa*) .

Las figuras 11lA-11B muestran una electroforesis en
gel de las reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 9a (es decir, mutante) y ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje) para 1los
cebadores P4, P4.1, P4.2 y P6 en combinacidén con el cebador.
P2. Las reacciones en la figura 11A se llevaron a cabo usando
amortiguador Tag estdndar (que no comprende amonio), vy 1las
reacciones en la figura 11B se llevaron a cabo usando

amortiguador Key (que comprende amonio, NHa't).
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La figura 12 muestra los resultados de la deteccidn
de ADNcf de TGFBR2 de pacientes con MSI-CRC y CRC estable con
microsatélites (MSS-CRC) wusando cebadores que definen un
fragmento de TGFBR2 que comprende el microsatélite al0/a9.
lcebador disefiado para la deteccidén del microsatélite TGFbR2
a9 (mutante); <2cebadores de control para la deteccidn de
microsatélites TGFbR2 a9 y alo.

La figura 13 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 9a (es decir, mutante, F1l) y ADN molde de
TGFBR2 microsatélite 10a (es decir, tipo salvaje, F2) usando
los cebadores P2 y P4 a diferentes temperaturas de hibridacidn.

Las figuras 14A-14B muestran un gel de electroforesis
de los productos de reacciones de PCR llevadas a cabo en (figura
147A) ADN molde de TGFBR2 microsatélite 9a (es decir, mutante,
F1) y (figura 14B) ADN molde de TGFBR2 microsatélite 10a (es
decir, tipo salvaje, F2) usando los cebadores P2 y P4 en
diferentes temperaturas de apareamiento.

La figura 15 muestra un gel de electroforesis de los
productos de reacciones de PCR 1llevadas a cabo usando el
cebador P4 en ADN molde de TGFBR2 microsatélite 9a (es decir,
mutante, Fl) y ADN molde de TGFBR2 microsatélite 10a (es decir,
tipo salvaje, F2) usando amortiguador Tag (KCl) estéandar usando
una temperatura de apareamiento de 57 °C. El cebador P2 fue el

cebador directo para todas las reacciones y el cebador P1 fue
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el cebador inverso del control positivo.

Las figuras 16A-16B muestran un gel de electroforesis
de los productos de reacciones de PCR llevadas a cabo con los
cebadores Pll y Pl6 en (figura 16A) ADN molde de ASTEl
microsatélite 10a (es decir, mutante, F3) y (figura 16B) ADN
molde de ASTEl microsatélite 1la (es decir, tipo salvaje, F4),
usando una gama de temperaturas de apareamiento.

Las figuras 17A-17B muestran geles de electroforesis
de los productos de reacciones de PCR llevadas a cabo con el
cebador P24 en (figura 17A) ADN molde ASTE1l de 10
microsatélites (es decir, mutante, F3, denominado "M" en los
geles) y (figura 17B) ADN molde ASTEl de lla microsatélites
(es decir, tipo salvaje, F4, denominado "Wt" en los geles),
usando un intervalo de temperaturas de apareamiento.

Las figuras 18A-18B muestran geles de electroforesis
de los productos de reacciones de PCR llevadas a cabo con el
cebador P12 en (figura 18A) ADN molde ASTE]l de 10
microsatélites (es decir, mutante, F3, denominado "M" en los
geles) y (figura 18B) ASTEl de microsatélite 1lla. ADN molde
(es decir, tipo salvaje, F4, denominado "Wt" en los geles),
usando un intervalo de temperaturas de apareamiento.

Descripcidén Detallada de la Invencién

En vista de 1lo anterior, existe la necesidad de
desarrollar una herramienta para la deteccidn especifica de

mutaciones de desplazamiento de marco que puedan ser relevantes



10

15

20

25

31

en la enfermedad, tal como una mutacidén de desplazamiento de
marco en el microsatélite de TGFBR2 o ASTEl. Existe una
necesidad adicional de que esta herramienta sea adecuada para
la deteccidén de ADN libre de células (ADNcf) en biopsias
liguidas (por ejemplo, plasma).

Por lo tanto, en un primer aspecto de la invencién
se proporciona un cebador para la deteccidén de una mutacidn en
un microsatélite contenido en una secuencia objetivo de una
molécula de ADN bicatenario, en donde la mutacidén es un
desplazamiento del marco de lectura del microsatélite en
comparacién con la secuencia de microsatélite tipo salvaje
correspondiente, y en donde el cebador comprende una regidn de
al menos 10 nucledétidos que es complementaria a la secuencia
objetivo de la cadena en antisentido o en sentido de la molécula
de ADN que contiene el microsatélite que tiene una mutacidn de
desplazamiento de marco, excepto que el cebador incluye entre
uno y cuatro, o entre uno y tres, nucledétidos que no coinciden
con la secuencia objetivo gque contiene la mutacién en el
microsatélite y que tampoco coinciden con una secuencia
correspondiente que contiene el microsatélite de tipo salvaje.
En algunas modalidades, el cebador incluye entre uno y tres
nucledtidos que no coinciden con la secuencia objetivo que
contiene la mutacidén en el microsatélite y que tampoco
coinciden con una secuencia correspondiente que contiene el

microsatélite de tipo salvaje.
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Como se describe en el presente documento, existen
muchos microsatélites en los que pueden ocurrir mutaciones de
desplazamiento de marco relevantes para la enfermedad. Por
ejemplo, el desplazamiento de marco puede ocurrir en un
microsatélite en cualquier gen seleccionado de ASTE1l, ACVR22,
TAF1B, KIAA2018, SLC22A9 y TGFBR2. En algunas modalidades, el
desplazamiento de marco es en un microsatélite en TGFBR2 o
ASTE1.

En algunas modalidades, el cebador estd configurado
para aparearse a lo largo del microsatélite que tenga una
mutacién de desplazamiento del marco de lectura y con al menos
un nucledétido, o al menos dos nucledtidos, que flanquean el
extremo 5' del microsatélite y/o al menos un nucledtido que
flanquea el extremo 3' del microsatélite que tiene una mutacidn
de desplazamiento de marco. En algunas modalidades, el cebador
estd configurado para aparearse a lo largo del microsatélite
que tiene una mutacidédn de desplazamiento de marco y con al
menos dos nucledétidos que flanquean el extremo 5' del
microsatélite que tiene una mutacidn de desplazamiento de marco
y/0 al menos dos nucledtidos que flanquean el extremo 3' del
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento de
marco. El cebador puede aparearse con al menos tres, cuatro o
cinco nucledtidos que flanqueen uno o ambos extremos del
microsatélite que tenga una mutacién de desplazamiento de

marco.



10

15

20

25

33

Debe entenderse que cuando se hace referencia a "se
aparea a lo largo de la longitud del microsatélite que tiene
una mutacidén de desplazamiento de marco", esto significa que
el cebador se aparea con la secuencia objetivo al menos durante
toda la longitud del microsatélite en la secuencia objetivo
(que tiene una mutacién de desplazamiento de marco). Por
ejemplo, cuando la secuencia objetivo es a9 TGFBR2, el cebador
se aparea con la secuencia objetivo en toda la longitud del
microsatélite a9. Cuando la secuencia objetivo es al0 ASTE],
el cebador se aparea con la secuencia objetivo en toda la
longitud del microsatélite aloO.

En algunas modalidades, el cebador no se aparea a lo
largo de la correspondiente secuencia de microsatélite de tipo
salvaje, y el extremo 3' del cebador no se aparea con la
secuencia correspondiente que contiene el microsatélite de tipo
salvaje. Esto proporciona la ventaja de que el cebador se
aparea con la secuencia que contiene el microsatélite que tiene
una mutacidén de desplazamiento de marco, pero no se aparea con
la secuencia correspondiente que tiene el microsatélite de tipo
salvaje.

En algunas modalidades, el cebador se aparea con
entre 1 y 15, preferiblemente entre 1 y 13, nucledtidos que
flanquean el extremo 3' del microsatélite que tiene una
mutaciédn de desplazamiento de marco (es decir, el cebador

comprende entre 1 vy 15, preferiblemente entre 1 vy 13,
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nucledtidos 3' del microsatélite, con respecto al cebador, que
se aparea con la secuencia correspondiente que comprende el
microsatélite que tiene una mutacidén de desplazamiento de
marco) . En algunas modalidades, el cebador se aparea con uno,
dos, tres, cinco o trece, preferiblemente uno, dos o trece,
nucledtidos que flanquean el extremo 3' del microsatélite que
tiene una mutacidén de desplazamiento de marco (es decir, el
cebador comprende uno, dos, tres, cinco o trece,
preferiblemente uno, dos o trece, nucledtidos 37 del
microsatélite, con respecto al cebador, que se aparean con la
secuencia correspondiente que comprende el microsatélite que
tiene una mutacidén de desplazamiento de marco). En algunas
modalidades, el cebador se aparea con dos o tres nucledtidos
que flanquean el extremo 3' del microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento del marco de lectura y en algunas
modalidades estos dos o tres nucledtidos forman una abrazadera
de GC. En algunas modalidades, el cebador se aparea a lo largo
del microsatélite que tiene la mutacidén de desplazamiento de
marco y, en 3' del microsatélite que tiene la mutacidédn de
desplazamiento de marco, con respecto al cebador, el cebador
comprende o) consiste en dos, tres, cinco o) trece,
preferiblemente uno, dos, cinco o trece nucledétidos gque se
aparean con los nucledétidos que flanquean el microsatélite que
tiene la mutacidén de desplazamiento de marco. Esto proporciona

la ventaja de que el cebador apareado con la secuencia dque
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contiene el microsatélite que tiene una mutacidén de
desplazamiento de marco se puede extender en la direccidn de
5'" a 3', permitiendo asi la replicacidén de la secuencia que
contiene el microsatélite que tiene la mutacién de
desplazamiento de marco. En algunas modalidades, el cebador se
aparea con uno, dos, tres o cinco nucledétidos que flanquean el
extremo 3' del microsatélite que tiene wuna mutacidn de
desplazamiento de marco y la mutacidédn de desplazamiento de
marco estd en un microsatélite en TGFBR2. En algunas
modalidades, el cebador se aparea con dos, tres o trece,
preferiblemente dos o trece, nucledtidos gque flanquean el
extremo 3' del microsatélite que tiene wuna mutacidén de
desplazamiento de marco y la mutacidédn de desplazamiento de
marco estd en un microsatélite en ASTEL.

En algunas modalidades, el cebador se aparea con al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 nucledétidos que
flanquean el extremo 5' del microsatélite que tiene una
mutaciédn de desplazamiento de marco, con respecto a la
cartilla. En algunas modalidades, el cebador se aparea con 1,
8 o 12 nucledtidos que flanquean el extremo 5' del
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento de
marco, con respecto al cebador. El cebador puede aparearse con
cualqgquiera de los naumeros de nucledtidos detallados
anteriormente que flanqueen el extremo 3' del microsatélite

que tenga una mutacidén de desplazamiento de marco.
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En algunas modalidades, el cebador estd configurado
para aparearse con al menos 1, al menos 2, al menos 3, al menos
5 o al menos 12 nucledtidos que flanqueen el extremo 5' del
microsatélite que tenga una mutacidén de desplazamiento de marco
y con al menos 2, al menos al menos 3 o al menos 13 nucledtidos
que flanqueen el extremo 3' del microsatélite que tenga una
mutacidén de desplazamiento de marco. En algunas modalidades,
el cebador estd configurado para aparearse con 1, 8 o 12
nucledtidos que flanqueen el extremo 5' del microsatélite que
tenga una mutacidén de desplazamiento de marco y para aparearse
con al menos 2, al menos 3 o al menos 13, preferiblemente con
2, 3, 5 o 13 nucledtidos que flanqueen el extremo 3' del
microsatélite tenga una mutacidén de desplazamiento de marco.
En algunas modalidades, el cebador estd configurado para
aparearse con 12 nucledtidos que flanqueen el extremo 5' del
microsatélite que tenga una mutacidédn de desplazamiento de marco
y con 2 nucledtidos que flanqueen el extremo 3' del
microsatélite gque tenga una mutacién de desplazamiento de
marco, con 8 nuclebdétidos que flanqueen el extremo 5' del
microsatélite que tenga una mutacidén de desplazamiento de marco
y con 5 nuclebdtidos que flanqueen el extremo 3' del
microsatélite que tenga una mutacién de desplazamiento de
marco, con 12 nuclebdtidos que flanqueen el extremo 5' del
microsatélite que tenga una mutacidén de desplazamiento de marco

y con 1 nucledtido que flanquee el extremo 3' del microsatélite
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que tenga una mutacién de desplazamiento de marco, o con 1
nucledtido que flanquee el extremo 5' del microsatélite que
tenga una mutacidén de desplazamiento de marco y con 13
nucledtidos que flanqueen el extremo 3' del microsatélite que
tenga una mutacidén de desplazamiento de marco.

En algunas modalidades, al menos el 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60% o 65% de los nucledtidos del cebador se
aparean con los nucledétidos que flanquean el extremo 5' del
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento de
marco, con respecto al cebador. En otras palabras, al menos el
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% o 65% de los nucledbdtidos que
componen el cebador se aparean con los nucledtidos que
flanquean el extremo 5' del microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento de marco de lectura con respecto al
cebador (es decir, flanqueando el extremo 3' del microsatélite
que tiene una mutacién de desplazamiento de marco con respecto
a la secuencia objetivo). En algunas modalidades, la parte del
cebador gque se aparea con los nucledétidos que flanguean el
extremo 5' del microsatélite que tiene una mutacidédn de
desplazamiento de marco, con respecto al cebador, también se
aparea con la secuencia correspondiente que contiene el
microsatélite de tipo salvaje. Esto proporciona la ventaja de
que el cebador es especifico para la secuencia objetivo
deseada. En algunas modalidades, al menos el 50% de los

nucledtidos del cebador se aparean con los nucledtidos gque
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flanquean el extremo 5' del microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento del marco de lectura con respecto
al cebador (es decir, se aparean con los nucledtidos que
flanquean el extremo 3' del microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento de marco de lectura con respecto a
la secuencia objetivo).

En algunas modalidades, los nucledtidos del cebador
que se aparean con los nucledtidos que flangquean el extremo 5'
del microsatélite gque tiene una mutacién de desplazamiento de
marco, con respecto al cebador, son 100% complementarios con
los nucledétidos correspondientes en la secuencia objetivo que
tiene la mutacidén de desplazamiento de marco en el
microsatélite. Esto proporciona la ventaja de que el cebador
es especifico de la secuencia objetivo.

En algunas modalidades, el cebador consiste en entre
16 y 30 nucledtidos. Preferiblemente, el cebador consiste en
entre 16 y 25 nucledtidos o entre 16 y 24 nucledtidos.
Preferiblemente aun, el cebador consiste en entre 17 y 24, o
de entre 17 y 23 nucledtidos.

En algunas modalidades, el cebador estd aislado o es
recombinante. En algunas modalidades, el cebador tiene menos
de 50, 30 o 20 nucledétidos de longitud.

En algunas modalidades, el cebador consiste en 22,
23 o 24 nucledtidos.

En algunas modalidades, la secuencia de
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microsatélites de tipo salvaje es una secuencia de ADN gendmico
humano.

En algunas modalidades, el cebador comprende 1, 2, 3
o 4 nucledétidos que no coinciden con la secuencia objetivo que
contiene la mutacidén en el microsatélite y que tampoco
coinciden con una secuencia correspondiente que contiene el
microsatélite de tipo salvaje. Esto significa que el cebador
contiene entre 1 y 4 de estas no coincidencias, pero no méas de
4 de estas no coincidencias. En algunas modalidades, al menos
un nucledétido no coincidente se ubica en una posicidén del
cebador gque se aparea en 3' cadena abajo del microsatélite o
dentro del microsatélite. En algunas modalidades, al menos un
nucledétido no coincidente estd ubicado en una posicidén del
cebador que se aparea en 3' cadena abajo del microsatélite y
al menos un nucledétido no coincidente esta ubicado dentro del
microsatélite, con respecto al cebador. En algunas modalidades,
el cebador tiene solo un nucledtido no coincidente, que esté
ubicado en una posicidén del cebador que se aparea en 3' cadena
abajo del microsatélite. En algunas modalidades, el cebador
tiene un nucledétido no coincidente ubicado en una posicién del
cebador que se aparea en 3' cadena abajo del microsatélite vy
dos nucledtidos no coincidentes ubicados dentro del
microsatélite. En algunas modalidades, el cebador tiene un
nucledtido no coincidente ubicado en una posicidén del cebador

que se aparea en 3' cadena abajo del microsatélite y un
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nucledétido no coincidente ubicado dentro del microsatélite,
con respecto al cebador. En algunas modalidades, el cebador
tiene tres nucledtidos no coincidentes ubicados dentro del
microsatélite, con respecto al cebador. En algunas modalidades,
el cebador tiene un nucledétido no coincidente ubicado dentro
del microsatélite y dos nucledétidos no coincidentes ubicados
en una posicidén del cebador que se aparea en 3' cadena abajo
del microsatélite, «con respecto al cebador. En algunas
modalidades, todos 1los nucledétidos no coincidentes estén
ubicados en una posicidén del cebador que se aparea en 3' cadena
abajo del microsatélite o dentro del microsatélite. En algunas
modalidades, todos 1los nucledétidos no coincidentes estéan
ubicados en una posicién del cebador que se aparea dentro del
microsatélite.

En algunas modalidades, al menos un nuclebdétido no
coincidente estd dentro de tres nucledtidos 5' cadena arriba o
3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite con respecto
al cebador. En algunas modalidades, al menos un nucledétido no
coincidente estd dentro de cinco nucledtidos 3' cadena abajo
del extremo 3' del microsatélite, con respecto al cebador.
Preferiblemente, todos los nucledtidos no coincidentes estén
dentro de tres nucledtidos 5' cadena arriba o 3' cadena abajo
del extremo 3' del microsatélite con respecto al cebador.

Cada uno de los errores de coincidencia en el cebador

puede ser una sustitucidédn de nucledétidos de cualqguier
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nucledétido (por ejemplo, A, T, C o G) gque no coincida con el
nucledétido correspondiente en la secuencia objetivo y 1la
secuencia de tipo natural. En algunas modalidades, al menos un
nucledétido no coincidente es una sustitucidédn de una timina (T)
por una adenina (A), una sustitucidén de una adenina (A) por
una guanina (G), una sustitucién de una timina (T) por una
citosina (C), o una sustitucidédn de una citosina (C) por una
guanina (G).

En algunas modalidades, el cebador tiene un
nucledtido no coincidente en el segundo nucledétido 3' cadena
abajo del extremo 3' del microsatélite, con respecto al
cebador. La falta de coincidencia es wuna sustitucidén de
cualquier nucledétido gque no coincide con el nucledtido
correspondiente en la secuencia objetivo y la secuencia de tipo
salvaje y, en algunas modalidades, el nucledtido no coincidente
es G, A o T, preferiblemente G. En algunas modalidades, el
cebador tiene un nucledétido no coincidente en el segundo
nucledtido 3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite y
en el primer nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del
microsatélite, con respecto al cebador. En estas modalidades,
el segundo nucledétido 3' cadena abajo del extremo 3' del
microsatélite puede ser G, A o T, preferiblemente G, y el
primer nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del
microsatélite puede ser G, C o A, preferiblemente C o A. En

algunas modalidades, el cebador tiene un nucledétido no



10

15

20

25

42

coincidente en el segundo nucledétido 3' cadena abajo del
extremo 3' del microsatélite, en el primer nucledtido 5' cadena
arriba del extremo 3' del microsatélite y en el segundo
nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite,
con respecto al microsatélite. En estas modalidades, el segundo
nucledtido 3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite
puede ser G, A o T, preferiblemente G, el primer nucledtido 5'
cadena arriba del extremo 3' del microsatélite puede ser G, C
o A, preferiblemente C y el segundo nucledétido 5' cadena arriba
del extremo 3' del microsatélite puede ser G, C o A,
preferiblemente A. En algunas modalidades, el cebador tiene un
nucledtido no coincidente en el segundo nucledétido 3' cadena
abajo del extremo 3' del microsatélite y en el segundo
nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite,
con respecto al cebador. En estas modalidades, el segundo
nucledtido 3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite
puede ser G, A o T, preferiblemente G, y el segundo nucledtido
5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite puede ser G,
C o A, preferiblemente A. En algunas modalidades, el cebador
tiene un nucledétido no coincidente en el segundo nucledtido 3!
cadena abajo del extremo 3' del microsatélite, en el segundo
nucledtido 5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite y
en el cuarto nucledétido 3' cadena abajo del extremo 3' del
microsatélite, con respecto al cebador. En estas modalidades,

el segundo nucledétido 3' cadena abajo del extremo 3' del
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microsatélite puede ser G, A o T, preferiblemente G, el segundo
nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite
puede ser G, C o A, preferiblemente A, y el cuarto nucledtido
3' cadena abajo del extremo 3' del microsatélite puede ser A,
G o C, preferiblemente C.

En algunas modalidades, el cebador tiene solo una no
coincidencia, que estd en el segundo nucledtido 3' cadena abajo
del extremo 3' del microsatélite, con respecto al cebador, y
preferiblemente el segundo nucledétido 3' cadena abajo del
extremo 3' del microsatélite es G. En algunas modalidades, el
cebador comprende o consiste en la secuencia de SEC ID NO: 39,
en donde X es A, G o T. En algunas modalidades, el cebador
comprende o consiste en la secuencia de SEC ID NO: 3.

En algunas modalidades, el cebador tiene nucledtidos
no coincidentes en el primer, tercer y cuarto nucledtidos 5'
cadena arriba del extremo 3' del microsatélite, con respecto
al cebador. La falta de coincidencia es una sustitucién de
cualquier nucledétido que no coincide <con el nucledtido
correspondiente en la secuencia objetivo y la secuencia de tipo
salvaje. En algunas modalidades, el cebador tiene solo tres
nucleétidos no coincidentes, que estén en el primer, tercer y
cuarto nucledétidos 5' cadena arriba del extremo 3' del
microsatélite, con respecto al cebador. En estas modalidades,
se prefiere que el primer nucledétido 5' cadena arriba del

extremo 3' del microsatélite sea C, el tercer nucledtido 5!
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cadena arriba del extremo 3' del microsatélite sea A, y el
cuarto nucledtido 5' cadena arriba del extremo 3' del
microsatélite sea A. En algunas modalidades, el cebador
comprende o consiste en la secuencia de SEC ID NO: 40, en donde
cada uno de Xi, X2 y X3, independientemente, es A, C o G. En
algunas modalidades, el cebador comprende o consiste en 1la
secuencia de SEC ID NO: 15.

En algunas modalidades, el cebador tiene nucledtidos
no coincidentes en el segundo nucledétido 5' cadena arriba del
extremo 3' del microsatélite, con respecto al cebador, y en el
quinto y duodécimo nucledtidos 3' cadena abajo del extremo 3'
del microsatélite —con respecto al cebador. En algunas
modalidades, el cebador tiene solo tres nucledétidos no
coincidentes, que estadn en el segundo nucledtido 5' cadena
arriba del extremo 3' del microsatélite y en el quinto vy
duodécimo nucledétidos 3' cadena abajo del extremo 3' del
microsatélite. En estas modalidades, se prefiere que el segundo
nucledétido 5' cadena arriba del extremo 3' del microsatélite
sea C, que el quinto nucledtido 3' cadena abajo del extremo 3'
del microsatélite sea G, y que el duodécimo nucledtido 3!
cadena abajo del extremo 3' del microsatélite es C. En algunas
modalidades, el cebador comprende o consiste en la secuencia
de SEC ID NO: 41, en donde Xg3 es A, C o G, Xs es A, C o G y Xe
es C, G o T. En algunas modalidades, el cebador comprende o

consiste en la secuencia de SEC ID NO: 31.
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Como se explicd anteriormente, el cebador incluye
uno, dos, tres o cuatro nucledétidos que no coinciden con la
secuencia objetivo que contiene la mutacidén en el microsatélite
y gue tampoco coinciden con una secuencia correspondiente que
contiene el microsatélite de tipo salvaje. Esto significa que
el cebador incluye al menos uno, pero no méas de cuatro,
nucledtidos que no coinciden con la secuencia objetivo que
contiene la mutacién en el microsatélite y que tampoco
coinciden con una secuencia correspondiente gque contiene el
microsatélite de tipo salvaje.

El uso exitoso de tales cebadores en el contexto de
una mutacidén de desplazamiento de marco en un microsatélite
como se describe en el presente documento fue una sorpresa para
los presentes inventores. Antes de esta invencidn, se pensaba
que no seria posible usar un cebador que se aparea a través
del microsatélite en la secuencia objetivo para distinguir una
mutacidén de desplazamiento de marco en el microsatélite debido
a la naturaleza altamente repetida de estas regiones. Se pensod
que tales cebadores no podrian usarse para distinguir entre la
secuencia de microsatélite mutada por desplazamiento de marco
y la secuencia de tipo salvaje, ya que se pensaria gque un
cebador disefiado para aparearse con el microsatélite con
desplazamiento de marco también se aparearia con la secuencia
de tipo salvaje, incluso si la afinidad de unidén es baja.

Este enfoque de cebador permite una distincidén entre
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el mutante de desplazamiento de marco y el microsatélite de
tipo salvaje mediante el uso de cebadores que son
complementarios a una secuencia objetivo que contiene un
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento de
marco, excepto que el cebador tiene al menos un no coincidencia
(v hasta cuatro no coincidencias) para esta secuencia, ademés
de no coincidir con una secuencia correspondiente que contiene
el microsatélite de tipo natural para que este cebador tenga
una no coincidencia adicional con la secuencia objetivo de tipo
natural y, por lo tanto, reduzca aun mas la afinidad con la
secuencia objetivo de tipo natural. En otras palabras, 1los
cebadores se modelan a partir de la secuencia que contiene el
microsatélite que tiene una mutacién de desplazamiento del
marco de lectura, de manera que comprenden coincidencias
errbneas con la secuencia correspondiente que tiene el
microsatélite de tipo salvaje. Las no coincidencias adicionales
entre el cebador y el microsatélite que tiene una mutacidn de
desplazamiento del marco dan como resultado una mayor
desestabilizacidén y repulsidn entre el cebador y la secuencia
que contiene el microsatélite de tipo salvaje.

Esta distincién entre un microsatélite con
desplazamiento de marco y un microsatélite de tipo natural
ofrece una herramienta de deteccidn muy Util, en donde detectar
el desplazamiento de marco es importante, tal como en 1los

canceres en donde los cambios de marco pueden ser un factor de
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enfermedad vy/o un posible objetivo terapéutico. Como se
describe en el presente documento, existen muchos
microsatélites en los que pueden ocurrir mutaciones de
desplazamiento de marco relevantes para la enfermedad. Por
ejemplo, el desplazamiento de marco puede ocurrir en un
microsatélite en cualquier gen seleccionado entre ASTE],
ACVR22, TAF1B, KIAA2018, SLC22A9 y TGFBR2. Preferiblemente, el
desplazamiento de marco se lleva a cabo en un microsatélite en
ASTE1l o TGFBR2.

En otro aspecto de la invencidédn, se proporciona un
kit para la deteccidén de una mutacidédn en un microsatélite
contenido en una secuencia objetivo de una molécula de ADN
bicatenario, en donde la mutacién es un desplazamiento de marco
del microsatélite en comparaciédn con la correspondiente
secuencia de microsatélite de tipo salvaje, y en donde el kit
comprende un primer cebador de la invencidén y un segundo
cebador, en donde el segundo cebador estd configurado para
aparearse con la secuencia objetivo 3' cadena abajo del
microsatélite en la cadena opuesta de la molécula de ADN a la
cadena a la cual estd configurado para aparearse el primer
cebador.

En otras palabras, esto proporciona un par de
cebadores para el método de deteccidn de la invencidn.

En algunas modalidades, la mutacién de desplazamiento

de marco estd en un microsatélite en el gen TGFBR2 y comprende
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la secuencia de acuerdo con los residuos 270 a 278 de SEC ID
NO: 20, en donde el primer cebador comprende la secuencia
definida por una cualquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5, 7 o 39 y/o
el segundo cebador comprende la secuencia definida por SEC ID
NO: 2. Se entendera que el uso del término "comprende" también
incluye cebadores qgque consisten en las secuencias enumeradas
anteriormente. Los datos dados a conocer en el presente
documento demuestran que estos cebadores son particularmente
ttiles dentro del alcance de la invencidén para su uso en la
deteccidén de mutaciones de desplazamiento de marco en un
microsatélite dentro de TGFBR2 (también denominado a9, en donde
al0 es el microsatélite de tipo salvaje). Sin embargo, como
alternativa, la mutacién de desplazamiento de marco puede estar
en un microsatélite en el gen ASTEl, y el primer cebador puede
comprender entonces la secuencia definida por cualgquiera de
SEC ID NOs: 11 a 16 y/o el segundo cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 10. En algunas modalidades,
la mutacidén de desplazamiento de marco estd en un microsatélite
en el gen ASTEl y comprende la secuencia de acuerdo con los
residuos 328 a 337 de SEC ID NO: 33, en donde el primer cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 15, 31, 40 o
41, y/o el segundo cebador comprende la secuencia definida por
SEC ID NO: 10.

En algunas modalidades, el kit comprende ademéds un

tercer cebador, en donde el tercer cebador estd configurado



10

15

20

25

49

para aparearse 5' cadena arriba de la regidén con la que el
segundo cebador esta configurado para aparearse y en donde el
tercer cebador esta configurado para aparearse con la misma
cadena que el primer cebador y la cadena opuesta al segundo
cebador, o el kit comprende otro par de cebadores de control.
Por ejemplo, en el ejemplo en el que la mutacién de
desplazamiento de marco estd en un microsatélite en el gen
TGFBR2 y comprende la secuencia de acuerdo con los residuos
270 a 278 de SEC ID NO: 19, entonces el tercer cebador puede
comprender la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 1. En el
ejemplo en el que la mutacidén de desplazamiento de marco estéa
en un microsatélite en el gen ASTE1l, entonces el tercer cebador
puede comprender la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 11 o
SEC ID NO: 38.

Un par de cebadores de control puede entenderse como
un control positivo para cualquier amplificacidén de ADN que se
lleve a cabo con el kit, para comprobar que la amplificacidn
de ADN se ha llevado a cabo con éxito, de manera dJue, por
ejemplo, ninguna deteccidén de una mutacidén de desplazamiento
de marco con los cebadores de la invencidén puede confirmarse
como la ausencia de un desplazamiento de marco en la muestra,
en lugar de un error o falla en la propia amplificacidén del
ADN. Un par de cebadores de control puede ser cualquier par de
cebadores que sea capaz de amplificar una secuencia objetivo

que se sepa que esté presente en la muestra (por ejemplo, una
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secuencia conservada entre una mutacién de desplazamiento del
marco de lectura y una secuencia de tipo salvaje). En lugar de
un par de cebadores de control separados, se puede usar un
tercer cebador con el segundo cebador de la invencién para el
mismo propdsito (es decir, un control positivo).

Preferiblemente, la secuencia que contiene el
microsatélite de tipo salvaje comprende la secuencia definida
en SEC ID NO: 19. Como se menciond anteriormente, este es un
microsatélite en TGFBR2 en el cual pueden ocurrir mutaciones
que pueden estar relacionadas con enfermedades, tales como
cadncer gastrico (GC) y céancer colorrectal (CRC). En algunas
modalidades, la secuencia que contiene el microsatélite de tipo
salvaje comprende la secuencia definida en SEC ID NO: 32. Este
es un microsatélite en ASTE]l en donde pueden ocurrir mutaciones
que pueden estar relacionadas con enfermedades, tales como
céncer de endometrio y cancer gastrico.

Preferiblemente atn, el tercer cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 1. Nuevamente, se entenderé
que el uso del término "comprende" también incluye un cebador
que consiste en esta secuencia. Como se describe en el presente
documento, este es un ejemplo adecuado de un cebador que se
puede usar como parte de un par de cebadores de control positivo
para la deteccién del microsatélite al0 en TGFBR2 y se ha
demostrado que funciona con éxito de acuerdo con los datos

experimentales que se describen a continuacién. En algunas
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modalidades, el cebador comprende la secuencia definida por
SEC ID NO: 11. Este es un ejemplo adecuado de un cebador que
se puede usar como parte de un par de cebadores de control
positivo para la deteccidén del microsatélite all en ASTELl, vy
se ha demostrado que funciona correctamente en la figura 18.

En algunas modalidades, la secuencia objetivo que
comprende un microsatélite que tiene una mutacidén de marco de
lectura comprende la secuencia de acuerdo con los residuos 270
a 278 de SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20. Como se menciond
anteriormente, este es el microsatélite con marco de lectura
desplazado en TGFBR2 que ©puede estar relacionado con
enfermedades como el céancer gastrico (CG) vy el cancer
colorrectal (CRC). En algunas modalidades, la secuencia
objetivo que comprende un microsatélite que tiene una mutacidn
de marco de lectura comprende la secuencia de acuerdo con los
residuos 328 a 337 de SEC ID NO: 33. Como se menciond
anteriormente, este es el microsatélite con marco de lectura
desplazado en ASTEl que puede vincularse con enfermedades,
tales como cancer gastrico (CG) y cancer de endometrio.

Preferiblemente, el kit comprende ademéas
instrucciones de uso.

En algunas modalidades, el kit comprende ademés los
componentes para llevar a cabo la amplificacidén de ADN. Tales
componentes seran bien conocidos por el experto que esté bien

familiarizado con técnicas para la amplificacién de ADN,
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incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la
aplicacidén isotérmica mediada por bucle (LAMP, por sus siglas
en inglés), la amplificacidén a base de secuencias de acidos
nucleicos (NASBA, por sus siglas en inglés o 3SR), 1la
amplificacidn por desplazamiento de cadena (SDA, por sus siglas
en inglés), amplificacidén por circulo rodante (RCA, por sus
siglas en inglés) y reaccidn en cadena de la ligasa (LCR, por
sus siglas en inglés). El experto sabrd que los componentes se
pueden proporcionar por separado o se pueden comprar Como un
producto comercial como una "mezcla preparada" de los
componentes necesarios requeridos.

Opcionalmente, estos componentes pueden incluir un
amortiguador, dNTP vy/o Tag polimerasa. Por ejemplo, este
amortiguador se puede proporcionar como un amortiguador 10X vy
los dNTP se pueden proporcionar en una concentracidén de 10 mM.
En algunas modalidades, el amortiguador incluye iones de amonio
(NHs*) y, opcionalmente, puede proporcionarse como amortiguador
1X. En algunas modalidades, el amortiguador es un amortiguador
Key, opcionalmente un amortiguador Key 1X.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un
cebador para la amplificacién de ADN gque comprende la secuencia
definida por cualquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5, 7, 15, 31, 39,
40 o 41. Nuevamente, ser entenderd que el uso del término
"comprende" también incluye cebadores que consisten en las

secuencias enumeradas anteriormente. Como se describid
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anteriormente, los datos dados a conocer en el presente
documento demuestran que estos cebadores son particularmente
Utiles dentro del alcance de la invencidn para su uso en la
deteccién de mutaciones de desplazamiento de marco en un
microsatélite dentro de TGFBR2 (también denominado a9, en donde
al0 es el microsatélite de tipo salvaje) y ASTEl (también
conocido como al0, en donde all es el microsatélite de tipo
salvaje). Como alternativa, el cebador puede comprender la
secuencia definida por cualquiera de SEC ID NOs: 11 a 16, 31,
40 y 41. Nuevamente, se entenderd que el uso del término
"comprende" también incluye cebadores que consisten en las
secuencias enumeradas arriba.

En un aspecto adicional de la invencidn, se
proporciona un método para detectar una mutacidén en un
microsatélite contenido en wuna secuencia objetivo de una
molécula de ADN bicatenario, en donde la mutacidén es un
desplazamiento de marco del microsatélite en comparacidédn con
la correspondiente secuencia de microsatélite de tipo salvaje
usando cualquiera de los cebadores detallados anteriormente.
El método comprende:

a) proporcionar una primera alicuota de una muestra
que comprenda ADN humano,

b) afiadir a la primera alicuota los componentes
necesarios para la amplificacidén del ADN, un primer cebador y

un segundo cebador; en donde el primer cebador es adecuado para



10

15

20

25

54

la deteccidén de una mutacidn en un microsatélite contenido en
una secuencia objetivo de una molécula de ADN bicatenario y
comprende una regidén de nucledtidos que es complementaria a la
secuencia objetivo que contiene el microsatélite que tiene una
mutacidén de desplazamiento de marco excepto entre uno y cuatro,
o entre uno y tres, nucledétidos que no coinciden con la
secuencia objetivo que contiene el microsatélite que tiene una
mutacidédn de desplazamiento de marco y gue tampoco coinciden
con una secuencia correspondiente que contiene el microsatélite
de tipo salvaje; y el segundo cebador estd configurado para
aparearse con la secuencia objetivo 3' cadena abajo del
microsatélite, para formar una primera mezcla de reaccidn;

en donde el primer cebador estd configurado para
aparearse con la cadena en sentido de la molécula de ADN y el
segundo cebador estd configurado para aparearse con la cadena
en antisentido de la molécula de ADN, o el primer cebador esté
configurado para aparearse con la cadena en antisentido de 1la
molécula de ADN y el segundo cebador estd configurado para
aparearse con la cadena en sentido de la molécula de ADN,

c) llevar a cabo la amplificacidén del ADN en la
primera mezcla de reaccidn,

d) detectar la ©presencia de la mutacidén de
desplazamiento de marco en la muestra cuando se produzca un
producto de amplificacidén a partir de la amplificacidédn del ADN

de la primera mezcla de reaccidédn. En algunas modalidades, el
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cebador comprende entre uno y tres nuclebdétidos que no coinciden
con la secuencia objetivo que contiene el microsatélite que
tiene una mutacidén de desplazamiento de marco y que tampoco
coinciden con una secuencia correspondiente que contiene el
microsatélite de tipo salvaje.

Como se menciondé anteriormente, la amplificacién de
ADN puede incluir reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR),
aplicacién isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplificacién
a base de secuencia de 4acido nucleico (NASBA o 3SR),
amplificacién por desplazamiento de cadena (Sba),
amplificacién por circulo rodante (RCA) y reaccidn en cadena
de la ligasa (LCR) . Sin embargo, preferentemente 1la
amplificacién de ADN usada es la PCR.

Preferiblemente, la amplificacidén del ADN se lleva a
cabo en condiciones muy rigurosas. Como se menciond
anteriormente, las condiciones de alta rigurosidad son
condiciones en las que la amplificacidén es subdptima, de manera
que la reaccidén solo permite una amplificacidén exitosa del ADN
cuando hay un nivel muy alto de coincidencia con la secuencia
objetivo. En otras palabras, las condiciones son subdptimas
para la amplificaciédn del ADN, de manera que los cebadores con
menor coincidencia de secuencia con la secuencia objetivo no
pueden aparearse. Estas condiciones subdéptimas pueden
generarse alterando uno o mas de la temperatura, el numero de

ciclos, la fuerza idbénica y la presencia de ciertos disolventes
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orgadnicos que permiten el emparejamiento de secuencias de
acidos nucleicos. En particular, esto puede incluir que el paso
de apareamiento de la PCR se lleve a cabo a una temperatura
qgue sea al menos un 2%, un 5% o un 10% superior a la temperatura
de apareamiento recomendada de la reaccidén. Como alternativa,
el paso de apareamiento de la PCR se lleva a cabo a una
temperatura que es al menos 1 °C, 2 °C, 3 °c, 4 °c, 5 °C, 6
°c, 7 °C, 8 °C, 9 °C o 10 °C por encima de la temperatura de
apareamiento recomendada de la reaccioén. En algunas
modalidades, el paso de apareamiento de la PCR se lleva a cabo
a una temperatura que es 4 °C superior a la temperatura de
apareamiento recomendada de la reaccién. En algunas
modalidades, el paso de apareamiento se lleva a cabo a una

temperatura de 44 °C, 44.5 °C, 45 °C, 45.5 °C, 46 °C, 46.5 °C,

°c, 58.5 °C, 59 °c, 59.5 °c, 60 °C, 60.5 °C o 61°C. En algunas
modalidades, el paso de apareamiento se lleva a cabo a una
temperatura de entre 54 °C y 61 °C, preferiblemente entre 56
°C y 60 °C, mas preferiblemente entre 56 °C y 59 °C o entre
56° y 58 °C, y preferiblemente en donde el desplazamiento de
marco es en un microsatélite en un gen TGFBR2. En algunas
modalidades, el paso de apareamiento se lleva a cabo a una

temperatura de 56.0 °C, 56.1 °C, 56.2 °C, 56.3 °C, 56.4 °C,
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56.5 °C, 56.7 °Cc, 56.8 °Cc, 56.9 °c, 57.0 °c, 57.1 °c, 57.2 °C,
57.3 °c, 57.4 °c, 57.5 °c, 57.6 °c, 57.7 °c, 57.8 °C, 57.9 °C
o 58.0 °C, y preferiblemente el desplazamiento de marco es en
un microsatélite en un gen TGFBR2. En algunas modalidades, el
paso de apareamiento se lleva a cabo a una temperatura de 57
°C y preferiblemente el desplazamiento de marco se lleva a cabo
en un microsatélite en un gen TGFBR2. En algunas modalidades,
el paso de apareamiento se lleva a cabo a una temperatura de
entre 44 °C y 58 °C, preferiblemente entre 45 °C y 58 °C o
entre 45 °C y 56 °C, mas preferiblemente entre 45 °C y 54.5
°C, y preferiblemente en donde el desplazamiento de marco es
en un microsatélite en un gen ASTEl. En algunas modalidades,

el paso de apareamiento se lleva a cabo a 48 °C, 48.5 °C, 49

°c, 57 °C, 57.5 °C o 58 °C, preferiblemente en donde el
desplazamiento del marco es en un microsatélite en un gen
ASTEl. En algunas modalidades, el paso de apareamiento se lleva

a cabo a 44.5 °c, 45 °c, 45.5 °C, 46 °c, 46.5 °c, 47 °c, 47.5

51.5 °c, 52.0 °c, 52.5 °c, 53.0 °c, 53.5 °Cc, 54.0 °c, 54.5 °c,
55.0 °c, 55.5 °c, 56.0 °c, 56.5 °c, 57.0 °C o 57.5 °c,
preferiblemente en donde el desplazamiento de marco es en un
microsatélite en un gen ASTEL.

En algunas modalidades, el paso de apareamiento se
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lleva a cabo a una temperatura de 56.0 °C, 56.1 °C, 56.2 °C,
56.3 °C, 56.4 °c, 56.5 °C, 56.7 °C, 56.8 °C, 56.9 °C, 57.0 °C,
57.1 °c, 57.2 °c, 57.3 °c, 57.4 °c, 57.5 °c, 57.6 °Cc, 57.7 °C,
57.8 °C, 57.9 °C o 58.0 °C, y el primer cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 3, 4, 5, 7 o 39,
preferiblemente SEC ID NO: 3 o 39. En algunas de estas
modalidades, el paso de apareamiento es llevado a cabo a una
temperatura de 57 °C.

En algunas modalidades, el paso de apareamiento se
lleva a cabo a una temperatura de 48 °C, 48.5 °C, 49 °C, 49.5
°c, 50 °c, 50.5 °c, 51 °c, 51.5 °c, 52 °c, 52.5 °C, 53 °cC, 53.5
°c, 54 °c, 54.5 °c, 55 °C, 55.5 °C o 56 °C, y el primer cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 15 o 40.
Preferiblemente, el paso de apareamiento se lleva a cabo a una
temperatura de 50 °c, 50.5 °Cc, 51 °c, 51.5 °C, 52 °C, 52.5 °C
o 53 °C.

En algunas modalidades, el paso de apareamiento se
lleva a cabo a una temperatura de 44.5 °C, 45 °C, 45.5 °C, 46
°c, 46.5 °c, 47 °c, 47.5 °c, 48 °c, 48.5 °c, 49 °c, 49.5 °c,
50.0 °c, 50.5 °c, 51.0 °c, 51.5 °c, 52.0 °c, 52.5 °c, 53.0 °c,
53.5 °c, 54.0 °c, 54.5 °c, 55.0° C, 55.5 °C, 56.0 °C, 56.5 °C,
57.0 °C, 57.2 °C o 57.5 °C, y el primer cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 31 o 41. Preferiblemente, el
paso de apareamiento se lleva a cabo a una temperatura de 45

°c, 45.5 °c, 46 °c, 46.5 °c, 47 °Cc, 47.5 °C o 48 °cC.
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De manera adicional o como alternativa, las
condiciones de alta rigurosidad pueden incluir el uso de una
concentracidén de amortiguador més baja que la recomendada para
la reaccidn, tal como 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% o 75% de la
concentracidén recomendada de un amortiguador en una reaccidn.
En algunas modalidades, la concentracidén de amortiguador que
es inferior a la concentracidén de amortiguador recomendada
puede ser inferior a 0.1X, 0.2X, 0.3X, 0.4X, 0.5X, 0.6X o
0.75X. En algunas modalidades, 1la concentracién final de
amortiguador en la(s) mezcla(s) de reaccidn estd entre 0.1X vy
2X, entre 0.1X y 1.5X, entre 0.1X y 1X, entre 0.2X y 1X, entre
0.3X yv 1X, entre 0.4 X y 1X o entre 0.5X y 1X. En algunas
modalidades, la concentracién final de amortiguador en la(s)
mezcla(s) de reaccidn es de 0.5X, 0.6X, 0.7X, 0.8X, 0.9X, 11X,
1.5X o 2X.

De manera adicional o como alternativa, las
condiciones de alta rigurosidad pueden incluir el uso de un
amortiguador mé&s riguroso en la reaccidén, tal como un
amortiguador que incluya iones de amonio (NHs*). En algunas
modalidades, se usa un amortiguador que incluye iones de amonio
(NH4*) a una concentracidén esténdar, tal como 1X. En algunas
modalidades, se usa un amortiguador que incluye iones de amonio
(NH4*) (es decir, estd en la(s) mezcla(s) de reaccidn) en una
concentracién final de entre 1X y 2X, preferiblemente 1X. En

algunas modalidades, el amortiguador que incluye iones de
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amonio (NHz*) es un amortiguador Key. En algunas modalidades,
el amortiguador es un amortiguador Key 1X.

En algunas modalidades, el amortiguador incluye iones
de potasio (K*). En algunas modalidades, el amortiguador que
incluye iones de potasio (K*) se usa a una concentracidn final
de entre 0.5X y 1X, preferiblemente a 0.5X o 1X. En algunas
modalidades, el amortiguador es un amortiguador Tag estandar
(KC1) .

En algunas modalidades, la concentracién final de
cada uno de los cebadores directos e 1inversos en la(s)
mezcla(s) de reaccidén es, independientemente, entre 0.1 uM y 1
uM, entre 0.1 pM y 0.5 pM, entre 0.1 pM y 0.4 uM, entre 0.1 uM
y 0.4 uyM o entre 0.1 puM y 0.3 M. En algunas modalidades, la
concentracién final de cada uno de los cebadores directos e
inversos en la(s) mezcla(s) de reaccidn es, independientemente,
de 0.1 uM, 0.2 pM o 0.3 uM, preferiblemente 0.2 uM.

En algunas modalidades, la concentracidén final de los
dNTP en la(s) mezcla(s) de reaccidédn estd entre 50 uM y 500 uM,
entre 50 uyM y 400 uM, entre 50 uM y 300 uM, entre 100 uM y 300
uM, entre 100 uyM y 200 uM, entre 150 pM y 300 pM, o entre 150
uM y 250 uM. En algunas modalidades, la concentracidén final de
los dNTP en la(s) mezcla(s) de reaccidén es de 100 pM, 150 nM,
200 pM, 250 uM o 300 uM, preferiblemente 200 uM.

Las condiciones de alta rigurosidad pueden incluir

en forma adicional o como alternativa reducir el numero de
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ciclos en una PCR, tal como llevar a cabo 25 ciclos, 20 ciclos,
15 ciclos o incluso 10 ciclos, en comparacidén con 30, 35 o 40
ciclos. En algunas modalidades, se llevan a cabo 30 o menos,
25 o menos, 20 o menos, 15 o menos o 10 o menos ciclos de PCR.
En algunas modalidades, se usa més de una de estas condiciones
de alta rigurosidad. Preferiblemente se llevan a cabo 30 o 25
ciclos de PCR.

En algunas modalidades, el fabricante de un cebador
obtenido comercialmente proporciona una temperatura de
apareamiento recomendada. El experto conoce muchas
herramientas disponibles puUblicamente para calcular una
temperatura de apareamiento recomendada para un cebador
determinado. El experto también sabe que se puede calcular una
temperatura de apareamiento recomendada restando 3, 4, 5 o 6
°C de la Tmn (temperatura de fusidén) dada para un cebador
particular. En una modalidad, la temperatura de apareamiento
recomendada para un cebador es 4 °C por debajo de la Tm del
cebador en las condiciones de la reaccibén. Por ejemplo, las
calculadoras de Tm las proporciona New England BioLabs® (que
se encuentra en http://tmcalculator.neb.com/#!/main) o Thermo
Fisher Scientific® (que se encuentra en
https://www.thermofisher.com/uk/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-
center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-

web-tools/tm-calculator.html) . La calculadora de Tm
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proporcionada por Thermo Fischer Scientific® también se
conocerda como método de Allawi y Santalucia modificado, de
acuerdo con Allawi y SantalLucia, 1997.

Una concentracién de amortiguador recomendada para
una mezcla de reaccidédn es 1X. Por ejemplo, en algunas
modalidades se afiaden 5 pl de un amortiguador 10X a una mezcla
de reaccidén hasta un volumen final de 50 wpl. En algunas
modalidades, el amortiguador incluye iones de amonio (NHz*). En
algunas modalidades, el amortiguador es un amortiguador Key.

En algunas modalidades, la temperatura de
apareamiento es de al menos 57 °C y el amortiguador incluye
iones de potasio (K*). Preferiblemente, el amortiguador es un
amortiguador Tag (KCl) estadndar. En estas modalidades, la
mutacién de desplazamiento de marco en un microsatélite es
preferiblemente en un gen TGFBR2 (es decir, la secuencia
objetivo es TGFBR2 que tiene una mutacidédn de desplazamiento de
marco en un microsatélite).

Una muestra que comprende ADN humano puede ser
cualquier muestra que se pueda obtener de un paciente, por
ejemplo, la muestra puede ser un fluido corporal, un tejido o
células. La muestra también puede ser una biopsia liquida, tal
como plasma, que contiene ADN libre de células.

En algunas modalidades, el método comprende ademas:

a) afladir también a la primera alicuota del paso b)

del método:
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I) el segundo cebador y un tercer cebador, en
donde el tercer cebador estd configurado para aparearse 5'
cadena arriba de la regidén con la cual el segundo cebador esté
configurado para aparearse, y en donde el tercer cebador esté
configurado para aparearse con la misma cadena que el primer
cebador y la cadena opuesta al segundo cebador o

IT) un par de cebadores de control, para formar
la primera mezcla de reaccién,

y detectar que la amplificacién del ADN se haya
llevado a cabo con éxito cuando se produzca un producto de
amplificacién a partir de la amplificacién del ADN usando el
segundo y tercer cebadores o el par de cebadores de control; o

b) proporcionar una segunda alicuota de la muestra
que comprenda ADN humano, afiadiendo a la segunda alicuota los
componentes necesarios para la amplificacidén del ADN y:

I) el primer cebador y un tercer cebador, en
donde el tercer cebador estd configurado para aparearse en 5'
cadena arriba de la regidén con la cual el segundo cebador esté
configurado para aparearse, y en donde el tercer cebador esta
configurado para aparearse con la misma cadena que el primer
cebador y la cadena opuesta al segundo cebador o

IT) un par de cebadores de control, y

llevar a cabo la amplificacién de ADN en la
segunda mezcla de reaccidén, y detectar que la amplificacidén de

ADN se haya llevado a cabo con éxito cuando se produzca un
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producto de amplificacidén a partir de la amplificacidén de ADN
de la segunda mezcla de reacciédn.

En algunas modalidades, el primer cebador es el
cebador de la invencidén descrito anteriormente y, por lo tanto,
tiene cualquiera de las caracteristicas descritas
anteriormente. Por ejemplo, en algunas modalidades, el primer
cebador estd configurado para aparearse a lo largo del
microsatélite gque tenga una mutacién de desplazamiento del
marco de lectura, y con al menos dos nucledétidos que flanqueen
el extremo 5' y/o al menos dos nucledtidos que flanqueen el
extremo 3' del microsatélite que tenga una mutacidén de
desplazamiento de marco. El primer cebador puede aparearse con
al menos tres, cuatro o cinco nucledétidos que flangqueen uno o
ambos extremos del microsatélite que tenga una mutacidn de
desplazamiento de marco. En algunas modalidades, el primer
cebador no se aparea a lo largo de la correspondiente secuencia
de microsatélite de tipo salvaje, y el extremo 3' del primer
cebador no se aparea con la secuencia correspondiente que
contiene el microsatélite de tipo salvaje. Esto proporciona la
ventaja de que el primer cebador se aparea con la secuencia
que contiene el microsatélite gque tiene una mutacidén de
desplazamiento de marco, pero no se aparea con la secuencia
correspondiente que tiene el microsatélite de tipo salvaje. En
algunas modalidades, el primer cebador se aparea con uno, dos

o tres, preferiblemente dos o tres, nuclebdétidos que flanquean
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el extremo 3' del microsatélite que tiene una mutacidén de
desplazamiento de marco (es decir, el primer cebador comprende
dos o tres nucledtidos 3' del microsatélite, con respecto al
primer cebador, que se aparea con la secuencia correspondiente
que comprende el microsatélite que tiene una mutacidén de
desplazamiento de marco). En algunas modalidades, estos dos o
tres nucledétidos forman una abrazadera GC. En algunas
modalidades, el primer cebador se aparea a lo largo del
microsatélite que tiene la mutacidén de desplazamiento de marco
y, en 3' del microsatélite que tiene la mutacidédn de
desplazamiento de marco, con respecto al primer cebador, el
primer cebador consiste en dos o tres nucledtidos gque se
aparean con el nucledétidos que flanquean el microsatélite que
tienen la mutacidén de desplazamiento de marco. Esto proporciona
la ventaja de que el primer cebador apareado con la secuencia
que contiene el microsatélite que tiene wuna mutacidén de
desplazamiento de marco se puede extender en la direccidn de
5'" a 3', permitiendo asi la replicacién de la secuencia que
contiene el microsatélite que tiene la mutacidén de
desplazamiento de marco. Los nucledétidos que flanquean el
extremo 3' del microsatélite gque tiene wuna mutacidén de
desplazamiento de marco se describen anteriormente.

En algunas modalidades, el primer cebador se aparea
con al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 nucledtidos

que flanquean el extremo 5' del microsatélite que tiene una
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mutacién de desplazamiento de marco, con respecto al primer
cebador. En algunas modalidades, al menos el 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60% o 65% de los nucledtidos del primer cebador
se aparean con los nucledtidos que flanquean el extremo 5' del
microsatélite que tiene una mutacidn de desplazamiento de marco
de lectura, con respecto al primer cebador. En algunas
modalidades, la parte del primer cebador que se aparea con los
nucledtidos que flanquean el extremo 5' del microsatélite que
tiene una mutacién de desplazamiento de marco, con respecto al
primer cebador, también se aparea con la secuencia
correspondiente que contiene el microsatélite de tipo salvaje.
Esto proporciona 1la ventaja de que el primer cebador es
especifico para la secuencia objetivo deseada. Los nucledtidos
que flanquean el extremo 5' del microsatélite que tiene 1la
mutaciédn de desplazamiento de marco se describen con més
detalle anteriormente.

En algunas modalidades, cada uno de los cebadores
consiste en entre 16 y 30 nuclebdétidos. Preferiblemente, el
cebador consiste en entre 16 y 25 nucledtidos. Preferiblemente
aun, el cebador consiste en entre 17 y 24 o entre 17 y 23
nucledétidos. Es decir, cada uno de los cebadores de forma
independiente consiste en entre 16 y 30 nucledtidos.
Preferiblemente, cada uno de los cebadores consta
independientemente de entre 1 y 25 nucledtidos. Preferiblemente

aun, cada uno de los cebadores consta independientemente de
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entre 17 y 24 nucledbdtidos. Otras longitudes preferidas de los
cebadores se describen anteriormente.

En algunas modalidades, al menos un nucledtido no
coincidente se ubica en una posicién del primer cebador que se
aparea en 3' cadena abajo del microsatélite o dentro del
microsatélite. Preferiblemente, todos los nucledtidos no
coincidentes estan ubicados en una posicién del primer cebador
que se aparea en 3' cadena abajo del microsatélite o dentro
del microsatélite. En algunas modalidades, todos los
nucledtidos no coincidentes estan ubicados en una posicidn del
primer cebador que se aparea dentro del microsatélite. Otras
ubicaciones preferidas de al menos una no coincidencia se
describen anteriormente.

En algunas modalidades, al menos un nuclebdétido no
coincidente en el primer cebador estd dentro de tres
nucledtidos 5' cadena arriba o 3' cadena abajo del extremo 3'
del microsatélite. Preferiblemente, todos los nucledtidos no
coincidentes en el ©primer cebador estdn dentro de tres
nucledtidos 5' cadena arriba o 3' cadena abajo del extremo 3'
del microsatélite.

En algunas modalidades, al menos un nucledétido no
coincidente en el primer cebador es una sustitucién de una
timina (T) por una adenina (A), una sustitucidén de una adenina
(A) por una guanina (G), una sustitucidédn de una timina (T) con

una citosina (C), o una sustitucién de una citosina (C) por
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una guanina (G).

En algunas modalidades, la amplificacidén del ADN es
una reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), en donde la PCR
comprende una pluralidad de ciclos de desnaturalizacidn,
apareamiento y extensidn.

En algunas modalidades, 1la mezcla de reaccidn
comprende 1x amortiguador (o 0.5x amortiguador), dNTP 0.4 mM,
cebador directo 0.2 uM y cebador inverso 0.2 uM. En algunas
modalidades, el amortiguador incluye iones de amonio (NHz") vy
preferiblemente es un amortiguador Key.

En algunas modalidades, el método comprende ademés
que el paso d) comprende ademas ejecutar el producto de la
reaccién de PCR en un gel y visualizar una banda para confirmar
que la amplificacidén del ADN haya sido exitosa.

Este enfoque permite una confirmacién visual de si
una reaccién de PCR ha generado con éxito un amplicdn (es
decir, ha amplificado una secuencia objetivo de la muestra).
El experto sabe muy bien cémo procesar el gel, vy esto
normalmente implicara mezclar la reaccidn de PCR con un tinte,
cargarlo en un gel a Dbase de agarosa, llevar a cabo
electroforesis en el gel de manera que la reaccidén de PCR
tefiida migre hacia el extremo positivo del gel formando una
banda que se puede visualizar. Esto proporciona una ventaja
sobre el enfoque de secuenciacidédn convencional que puede tardar

varios dias en proporcionar un resultado, ya que este método
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de PCR se puede llevar a cabo en varias horas, o incluso menos
de una hora. Asi, este método tiene la ventaja de gque se puede
proporcionar a un médico o paciente un hallazgo clinicamente
relevante (es decir, la presencia de una mutacidén relevante en
una enfermedad determinada) a mayor velocidad.

En una modalidad adicional, el método comprende
ademas el paso f) de cortar la banda para la secuenciacidn del
ADN. La ventaja de llevar a cabo la reaccién de PCR en un gel
como se describidé anteriormente es que se puede cortar una
banda del gel y procesarla de acuerdo con técnicas conocidas
por el experto para que pueda secuenciarse. La secuenciacién
no es esencial; sin embargo, esto puede permitir una
confirmacién adicional de que la mutacidédn del marco de lectura
estd realmente presente en la muestra.

Como se describe en el presente documento, existen
muchos microsatélites en los que pueden ocurrir mutaciones de
desplazamiento de marco relevantes para la enfermedad. Por
ejemplo, el desplazamiento de marco puede ocurrir en un
microsatélite en cualquier gen seleccionado de ASTE1l, ACVR22,
TAF1B, KIAA2018, SLC22A9 y TGFBR2. En algunas modalidades, la
mutacidén de desplazamiento de marco estd en un microsatélite
en TGFBR2 o ASTEL.

En algunas modalidades, la mutacidén de desplazamiento
de marco estd en un microsatélite en el gen TGFBR2 y la

secuencia objetivo comprende la secuencia de acuerdo con los
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residuos 270 a 278 de SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20, y el
primer cebador comprende una secuencia definida por cualquiera
de SEC ID NOs: 3, 4, 5, 7 o 39 y/o el segundo cebador comprende
la secuencia definida por SEC ID NO: 2. En algunas modalidades,
la mutacidén de desplazamiento de marco de lectura estd en un
microsatélite en el gen ASTEl y el la secuencia objetivo
comprende la secuencia de acuerdo con los residuos 328 a 337
de SEC ID NO: 33, y el primer cebador comprende una secuencia
definida por SEC ID NO: 15, 33, 40 o 41 y/o el segundo cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 10.

En algunas modalidades, el microsatélite estd en un
gen TGFBR2, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
salvaje comprende la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 19, vy
el tercer cebador comprende la secuencia definida por SEC ID
NO: 1. En algunas modalidades, el microsatélite estd en un gen
ASTEl, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
salvaje comprende la secuencia de acuerdo con SEC ID NO: 32, y
el tercer cebador comprende la secuencia definida por SEC ID
NO: 11 o SEC ID NO: 38. Como se describidé anteriormente, los
datos dados a conocer en el presente documento demuestran que
estos cebadores son particularmente UGtiles dentro del alcance
de la invencién para su uso en la deteccidén de mutaciones de
desplazamiento de marco en un microsatélite dentro de TGFBR2
(también denominado a9, en donde al0 es el microsatélite de

tipo salvaje) o ASTEL.
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En algunas modalidades, la muestra es una biopsia
liquida que comprende ADN libre de células, preferiblemente en
donde la biopsia liquida es plasma o suero. Como alternativa,
la muestra es una biopsia de tejido. Preferiblemente, 1la
muestra se obtiene de un ser humano. La deteccidn a partir de
biopsias liquidas es particularmente beneficiosa, ya que las
biopsias se obtienen facilmente de los pacientes y, a menudo,
es mas facil extraer ADN de ellas que, por ejemplo, una biopsia
de tejido tumoral que puede ser necrdética y/o tener un
contenido de ADN variable, lo que dificulta el analisis. Como
se menciondé anteriormente, los tumores suelen ser heterogéneos
y, por lo tanto, wuna biopsia de tumor puede no ser
representativa de todo el tumor, sino solo de la parte de la
que se tome la muestra. La biopsia liquida supera este problema
proporcionando una muestra representativa.

En algunas modalidades, el método comprende ademés
determinar que un paciente gque padezca una enfermedad o
trastorno asociado con una mutacidén en el marco de lectura sea
adecuado para un tratamiento dirigido a la mutacidédn en el marco
de lectura si la mutacidén en el marco de lectura se detecta en
el paso d) en una muestra del paciente. Preferiblemente, la
enfermedad o trastorno asociado con una mutacidén de
desplazamiento de marco es un cancer.

En algunas modalidades, la enfermedad o trastorno es

cancer colorrectal (CRC), cancer gastrico (GC) o sindrome de
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Lynch, y el tratamiento dirigido a la mutacidén de
desplazamiento de marco es FMPV-1, en donde la mutacidén de
desplazamiento de marco estd en un microsatélite en el gen
TGFBR2 y comprende la secuencia de acuerdo con los residuos
270 a 278 de SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 20. En algunas
modalidades, la enfermedad o trastorno es cédncer de endometrio
0 cancer gastrico y el tratamiento dirigido a la mutacidn de
desplazamiento de marco es FMPV-2, en donde la mutacidén de
desplazamiento de marco estd en un microsatélite en el gen
ASTE]l y comprende la secuencia de acuerdo con los residuos 328
a 337 de SEC ID NO: 33.

Preferiblemente, el método comprende ademds el paso
e) de tratar al paciente con FMPV-1 o FMPV-2. FMPV-1 es una
vacuna peptidica como se describe en el documento WO
2020/239937A1, que se incorpora en el presente documento como
referencia. FPMV-1 también se conoce como fsp2. FMPV-2 es una
vacuna peptidica como se describe en el documento
W02021/239980, gque se 1incorpora al presente documento como
referencia. FMPV-2 también se conoce como fsp8.

Opcionalmente, también se puede usar un tercer
cebador u otro par de cebadores de control para 1la
amplificacién del ADN de la muestra con el fin de proporcionar
un control positivo para los métodos de deteccidén de 1la
invencién. En algunas modalidades, el microsatélite estd en un

gen TGFBR2, la secuencia que comprende el microsatélite de tipo
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salvaje comprende o consiste en la secuencia de acuerdo con
SEC ID NO: 19 o SEC ID NO: 34, y en donde el tercer cebador
comprende la secuencia definida por SEC ID NO: 1. En algunas
modalidades, el microsatélite estd en un gen ASTEl, 1la
secuencia que comprende el microsatélite de tipo salvaje
comprende o consiste en la secuencia de acuerdo con SEC ID NO:
32 o SEC ID NO: 36, y el tercer cebador comprende el secuencia
definida por SEC ID NO: 11 o SEC ID NO: 38.

En algunas modalidades, el primer cebador comprende
la secuencia definida por cualgquiera de SEC ID NO: 3, 4, 5, 7,
15, 31, 39, 40 o 41, vy/o el segundo cebador comprende la
secuencia definida por SEC ID NO: 2 o 10.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un
método para diagnosticar una enfermedad asociada con una
mutacién de desplazamiento de marco de lectura en un
microsatélite, que comprende llevar a cabo cualgquiera de los
métodos de la invencidén. Como se describid anteriormente, las
mutaciones de desplazamiento de marco en microsatélites se han
relacionado con una serie de enfermedades, gque incluyen, entre
otras: sindrome de Lynch, fibrosis quistica, enfermedad de
Crohn vy céancer, incluyendo céanceres de colon, géastrico,
endometrio, ovario, tracto hepatobiliar, tracto urinario vy
cerebro y piel. En particular, se pueden detectar mutaciones
de desplazamiento de marco asociadas al cancer en

microsatélites en cualquier numero de genes, incluyendo, pero



10

15

20

25

74

no limitados a: ASTEl, ACVR22, TAF1B, KIAA2018, SLC22A9 vy
TGFBR2.

En cualquiera de los métodos anteriores, es
preferible que la muestra sea una biopsia liquida que comprenda
ADN libre de células, preferiblemente en donde la biopsia
liguida sea plasma.

En cualquiera de los métodos anteriores, es
preferible que la amplificacién del ADN sea PCR y que la PCR
se lleve a cabo en condiciones de alta rigurosidad,
opcionalmente en donde las condiciones de alta rigurosidad
comprendan al menos uno de:

a) llevar a cabo el paso de apareamiento de PCR a
una temperatura que sea al menos 1 °C, 2 °C, 3 °C, 4 °C, 5 °C,
6 °Cc, 7 °C, 8 °C, 9° C o 10 °C méas alta que la temperatura de
apareamiento recomendada de la reaccidn, preferiblemente a una
temperatura de entre 53 °C y 60 °C;

b) 1llevar a cabo el paso de apareamiento de PCR
durante sélo 30 segundos, preferiblemente 15 segundos, por
ciclo;

c) llevar a cabo la amplificacidén del ADN en una
concentracidén de amortiguador inferior a 0.1X, 0.2X, 0.3X,
0.4X, 0.5X, 0.6X o 0.75X;

d) llevar a cabo la amplificacidén del ADN en un
amortiguador que comprenda iones de amonio;

e) reducir el numero de ciclos de PCR a 25, 20, 15 o
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10 ciclos, opcionalmente 30 o menos, 25 o menos, 20 o menos,
15 o menos, o 10 o menos ciclos. Las condiciones de alta
rigurosidad pueden ser cualquiera de las descritas
anteriormente.

Por ejemplo, en algunas modalidades, las condiciones
de alta rigurosidad comprenden llevar a cabo el paso de
apareamiento a una temperatura que sea al menos 4 °C mayor que
la temperatura de apareamiento recomendada y/o llevar a cabo
la amplificacién del ADN en un amortiguador gque comprenda iones
de amonio (NHs*), y/o llevar a cabo el paso de apareamiento de
PCR durante 15 segundos por ciclo, y/o reducir el nuUmero de
ciclos de PCR a 25 o menos. En algunas modalidades, las
condiciones de alta rigurosidad comprenden llevar a cabo el
paso de apareamiento a una temperatura que sea al menos 4 °C
mayor que la temperatura de apareamiento recomendada,
preferiblemente a una temperatura que sea 4 °C mayor que la
temperatura de apareamiento recomendada, llevar a cabo la
amplificacién de ADN en amortiguador gque comprenda iones de
amonio (NH4%*) a una concentracidén de 1X, preferiblemente en
donde el amortiguador es amortiguador Key, llevando a cabo el
paso de apareamiento de PCR durante 15 segundos y reduciendo
el numero de ciclos de PCR a 25.

En algunas modalidades, las condiciones de alta
rigurosidad comprenden llevar a cabo el paso de apareamiento a

una temperatura de 58 °C en un amortiguador que incluye iones
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de potasio (K+), ©preferiblemente amortiguador Tag (KC1)
estandar. En estas modalidades, es preferible que la mutacidn
de desplazamiento de marco en el microsatélite esté en TGFRR2.

La invencién se demostrard ahora en los siguientes
ejemplos experimentales no limitantes.

Ejemplo I - Diseflio de cebadores para la deteccidn de
TGFBR2 mutado por desplazamiento de marco

El disefio de cebadores normalmente sigue reglas
particulares para garantizar un rendimiento deseable de un
amplicdédn (fragmento) uUnico y especifico. La mayoria de las
veces estas reglas se toman facilmente de acuerdo, incluso al
distinguir entre secuencias muy similares. Sin embargo, dado
que la Unica diferencia, en el <caso de distinguir un
desplazamiento de marco en un microsatélite, es la longitud
del microsatélite (una diferencia de nucledétidos), esto no es
aplicable. Las regiones flanqueantes del satélite tienen
exactamente la misma secuencia en ambas variantes de ADN, 1lo
que hace que la afinidad de un cebador entre ellas sea casi
igual. A su vez, este es por si solo el mayor obstaculo a
superar al definir la prueba de deteccidén, ya que el disefio
del cebador estd bloqueado en esta secuencia/4rea exacta, sin
posibilidad de cambiar demasiado los pardmetros. Por lo tanto,
la estrategia usada en el disefio de cebadores de deteccidn de
mutantes es crear discrepancias con la secuencia de tipo

salvaje y de esa manera inducir suficientes fuerzas repulsivas
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y bloquear el apareamiento del cebador con el ADN de tipo
salvaje.

En una serie de 14 experimentos, se disefié y probd
un panel de cebadores de PCR (Tabla 1) para la deteccidén de
TGFBR2 mutado por desplazamiento de marco. Inicialmente, se
disefi6 y probé un primer conjunto de cebadores para la
amplificacién del ADN de TGFBR2. De acuerdo con los resultados
de los experimentos anteriores, los cebadores se optimizaron y
se volvieron a probar. Para la configuracién de la PCR se
usaron fragmentos sintéticos de ADN de TGFBR2 gue comprenden
los microsatélites de tipo salvaje y mutante, al0 y a9,

respectivamente (SEC ID NO: 19 y 20 respectivamente).

Tabla 1
SEC
ID Direccion
Cebador | NO: 5-3 Secuencia
P1 1 Indirecto | CAGTGTCATAGAGCACATTCCT
P2 2 Directo AGACAGTTTGCCATGACCC
P4 3 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCG
P5 8 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCC
P6 4 Indirecto | GTCTCACCAGGCTTTTTTTTACG
5

P10 Indirecto | CACCAGGCTTTTTTTATCGTTC
Ejemplo II - Prueba de funcionalidad de cebadores

Los dos primeros cebadores (Pl y P2) acttan como

control positivo con respecto a la prueba de deteccidn, para
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garantizar resultados confiables y que se cumplan todos 1los
criterios para ejecutar la PCR (sin sefial del control = PCR
fallida). Ademas, el control positivo garantiza que esté
presente la longitud y secuencia correctas del ADNcf (ADN libre
circulante) que se necesita para llevar a cabo la
deteccién/determinacién de 1la variante TGFbR2. Un amplicdn
derivado de Pl - P2 (249 pb) abarca todos los deméds objetivos
de cebador diseflados (secuencias correspondientes) y no es
especifico de mutante.

Los cebadores mutantes (P4, P5, P6 vy P10) se
diseflaron con una variante mutante de TGFbR2 como objetivo
principal vy albergan la secuencia del microsatélite O9A.
Simplemente por tener una secuencia méds corta de 9A en lugar
de 10A, existen discrepancias entre el tipo salvaje y el
extremo 3' de los cebadores. Introduciendo una sola sustitucién
de nucledétido (seleccionada al azar) en este extremo de los
cebadores P4, P6 y P10, se puede reforzar la repulsidn por no
coincidencia. Los amplicones (102 pb - 169 pb) se producen en
conjugacidén con uno de los cebadores de control.

Para determinar la cantidad requerida de ADN molde
para las reacciones de PCR, se llevaron a cabo pruebas de PCR
en condiciones de PCR estéandar, usando protocolos %
temperaturas calculadas de NEB (New England BiolLabs), usando
diferentes cantidades de ADN molde. Los resultados de estas

pruebas se pueden ver en los geles de electroforesis que se
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muestran en las figuras 1A y 1B.

En particular, se encontrdé que incluso una cantidad
muy pequefia de plantilla (menos de 2 pg, tal como se puede ver
en la figura 1B) logra un buen rendimiento y bandas de alta
resolucidén en el gel. Ademas, los amplicones tienen la longitud
esperada correcta y muestran una alta especificidad.

Se descubrid que todos los cebadores eran
funcionales, con una amplificacidén exitosa del ADN molde del
microsatélite 9a (mutante) vy del microsatélite 10a (tipo
salvaje) en condiciones de PCR esténdar (ver Tabla 2),
emparejando cada cebador con P2 (o con Pl en el caso de P2).
El producto de estas reacciones de PCR se tifid con tincidn de
ADN y se ejecutd en una mezcla prefabricada de agarosa-TAE (2%)
llevando a cabo electroforesis a 100 V durante aproximadamente
20 a 30 minutos hasta que el frente de funcionamiento alcanzd
el final del gel. El resultado de esta electroforesis demostrd
una amplificacién exitosa de ambos tipos de ADN molde con
bandas fuertes visibles en todas las bandas. Sin embargo, los
cebadores no diferenciaron entre el microsatélite que contenia
la mutacién de desplazamiento de marco (%a) (mutante) y el
microsatélite que no contenia la mutacidén de desplazamiento de
marco (10a) (tipo salvaje).

Ejemplo IIT - Prueba de P4 en condiciones subdéptimas
(alta rigurosidad)

Por lo tanto, este enfoque experimental se repitid
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usando condiciones de PCR més rigurosas, usando una temperatura
de apareamiento ligeramente mas alta de 53 °C y menos ciclos
de solo 25 (véase la Tabla 2). El resultado de este cambio de
condicién fue que hubo menos amplificacién del microsatélite
que no contenia la mutacidén de desplazamiento de marco (10a)
(tipo salvaje), lo que se puede ver claramente en la figura 2
mediante tamafios de banda reducidos para el cebador P4 en donde
la sefial estd disminuyendo claramente en el 10a plantilla.

Luego se repitid el experimento wusando 1los
cebadores P2 y P4 en condiciones aln mas rigurosas que para
el experimento gque se muestra en la figura 2, aumentando
aun mas la temperatura de apareamiento a 55 °C y acortando
los pasos de apareamiento y extensidén en 15 segundos y 20
segundos respectivamente. Estas condiciones se muestran a
continuacidn en la Tabla 2. Estas condiciones
proporcionaron una distincidén atn mejor entre la plantilla
10a (tipo salvaje) y la plantilla 9a (mutante) con una
banda extremadamente débil, casi invisible, para la
plantilla de tipo salvaje, como se puede ver en la figura
3. No se encontrd lo mismo con P5, en donde no se encontrd
distincidén entre la plantilla 10a (tipo salvaje) vy la
plantilla 9a (mutante) usando este cebador incluso en
condiciones rigurosas (datos no mostrados).

Tabla 2

Condiciones de rigurosidad estandar
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Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 segq.
Desnaturalizacion (30 ciclos) 95°C 30 seq.
Apareamiento (30 ciclos) 52°C 45 seq.
Extensién (30 ciclos) 68°C 30 seq.
Extension final 68°C 5 min.
Retencidn 4°C -

Condiciones de alta rigurosidad usadas en la figura 2

Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 segq.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 30 segq.
Apareamiento (25 ciclos) 53°C 45 seq.
Extension (25 ciclos) 68°C 30 segq.
Extension final 68°C 5 min.
Retencidn 4°C -

Condiciones de alta rigurosidad usadas en la figura 3

Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 seq.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 30 segq.
Apareamiento (25 ciclos) 55°C 35 segq.
Extension (25 ciclos) 68°C 10 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencién 4°C -
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Ejemplo IV - Pruebas de P4, P6 y P10 en condiciones
subdéptimas (mayor rigurosidad)

Nuevamente, para usar los cebadores para distinguir
entre el ADN molde mutante (9a) y de tipo salvaje (10a), se
usaron condiciones de PCR mas rigurosas de acuerdo con la Tabla
3, con una temperatura de apareamiento méds alta y un paso de
apareamiento mas corto. Ademéds, la reaccidédn de PCR se llevd a
cabo dos veces por par de cebadores, una vez a la concentracién
de amortiguador estédndar y otra vez a una concentracidén de
amortiguador baja (reducida al 50% de 1la concentracidn
estandar) . En este experimento en particular sélo se examinaron
pares de cebadores que usaban P6 y P10. Como se puede ver en
la figura 4, en donde las muestras con baja concentracidn de
amortiguador estan marcadas con un asterisco (*), esto dio como
resultado una banda clara y fuerte solo en la muestra con baja
concentracidén de amortiguador usando el cebador P10 en el

mutante, y no en la plantilla de tipo salvaje.

Tabla 3
Condiciones de rigurosidad estandar
Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 seg.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 51°C 30 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 10 seg.




10

15

20

25

83

Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -
Condiciones de alta rigurosidad usadas en la figura 4
Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 seg.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 56°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Para optimizar la amplificacién mediante 1los
cebadores disefiados a partir del molde mutante, se llevaron a
cabo experimentos adicionales usando P4, P6 y P10 (asi como Pl
como control positivo) usando el ADN molde mutante (9a) en
varias condiciones diferentes.

En particular, en los experimentos mostrados en las
figuras 5A-5C se usaron temperaturas de apareamiento de 55 °C,
56 °C y 58 °C respectivamente, tal como se puede ver a
continuacidén en la Tabla 4. Nuevamente, una concentracidén de
amortiguador "baja" (indicada por un asterisco, *) en 1los
experimentos mostrados en las figuras 5A-6C comprendian una
concentracidén de amortiguador de alrededor del 50% de 1la
concentracién de amortiguador estandar. Como puede verse, se

observaron seflales mas fuertes en las figuras 5B vy 5C,
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Es

lo

que confirma la hipdtesis de que la falta de amplificacidn en

los experimentos anteriores se debidé a un error humano.

Tabla 4

Condiciones de PCR usadas en la figura 5A

Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (30 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (30 ciclos) 55°C 15 seg.
Extensién (30 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Condiciones de PCR usadas en

la figura 5B

Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 56°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -
Condiciones de PCR usadas en la figura 5C

Paso Temp Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
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Apareamiento (25 ciclos) 58°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seqg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Se llevaron a cabo reacciones de PCR adicionales
usando pares de cebadores a una temperatura de apareamiento
aun mas alta de 60 °C (véase la Tabla 5 a continuacién) tanto
en concentraciones de amortiguador estandar como bajas (figura
6). Se observd una seflal fuerte en el control (Pl) en las
concentraciones de amortiguador tanto estandar como baja.

Esta temperatura de apareamiento mas alta permitid
la amplificacidén selectiva de la plantilla mutante mediante el
cebador P6 en combinacidén con el cebador P2, sin amplificacidn
detectable de la plantilla de tipo salvaje, que se puede ver
en la figura 6A.

Ademés, también se llevaron a cabo tres reacciones
con cebador en las mismas condiciones, gque se pueden observar
en la figura 6B. Tres reacciones de cebador contenian P1l, P2 y
P4, P6 o P10, y se esperaba que se vieran dos bandas a 249 pb
y 102 pb. No se observd sefial en las reacciones de baja
concentracidén de amortiguador, y solo se observd una banda en
las reacciones de concentracidén de amortiguador estéandar.

Se usaron nuevamente las mismas condiciones (de

acuerdo con la Tabla 5) para llevar a cabo reacciones de PCR
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adicionales, pero también incluyeron el cebador P4 (figura 7).
En estos experimentos, se encontrd que se observd una banda
fuerte del control positivo (Pl) en la concentracidén de
amortiguador estadndar y una banda méds débil en la concentracidn
de amortiguador baja. A la concentracidédn de amortiguador
estandar, se observdé amplificacidén con P10 tanto en el molde
mutante como en el de tipo salvaje; sin embargo, en la
concentracién de amortiguador baja, se observd que la
amplificacién con P10 se observd en el molde mutante pero no
en el molde de tipo salvaje (figura 7). Por lo tanto, se
encontré que P10 en la concentracidén baja de amortiguador no
tenia afinidad hacia la secuencia de tipo salvaje.

Nuevamente, se llevaron a cabo tres reacciones de
cebador en las mismas condiciones, y en este experimento,
mientras solo se detectd una banda débil en la concentracidn
baja de amortiguador, se observaron dos bandas (una fuerte y

otra débil) en la concentracidén de amortiguador esténdar.

Tabla 5
Condiciones de PCR usadas en las figuras 6A, 6By 7
Paso Temperatura [Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seq.
Apareamiento (25 ciclos) 60°C 15 seq.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
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Extension final 68°C 5 min.

Retencion 4°C -

Ejemplo V - Prueba de funcionalidad de los cebadores
P4.1, P4.2 y P10.1

De acuerdo con el ejemplo anterior, también se
probaron otros cebadores P4.1, P4.2 y P10.1, que se modificaron
adicionalmente a partir de los <cebadores P4 y P10,
emparejandolos con el cebador P2 y llevando a cabo la PCR (las
condiciones se detallan a continuacidén en la Tabla 6) seguida
de electroforesis en gel (que se muestra en la figura 8). Este
experimento demostrd que estos tres cebadores son funcionales
ya que mostraron amplificacidn contra los moldes mutantes (9a)
y de tipo salvaje (10a), como se puede ver en la figura 8, que
muestra fuertes bandas. Se puede observar una Dbanda
significativamente reducida para P4.1 en la plantilla mutante
en relacidén con la banda equivalente en la plantilla de tipo
salvaje.

Tabla 6

Condiciones de PCR usadas en la figura 8

Paso Temperatura [Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.

Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seq.
Apareamiento (25 ciclos) 52°C 15 seq.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
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Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -
Ejemplo VI - Prueba de cebadores candidatos en

condiciones de PCR mas rigurosas

Para usar los cebadores para distinguir entre 1la
plantilla mutante (%9a) y de tipo salvaje (10a), se llevaron a
cabo reacciones de PCR wusando dos tipos diferentes de
amortiguador: amortiguador Tag estédndar que no comprende iones
de amonio y amortiguador Key que comprende iones de amonio
(NHa%) .

En primer lugar, se usaron reacciones de PCR en una
plantilla mutante usando amortiguador Tag o amortiguador Key
en las condiciones que se muestran en la Tabla 7 y se llevaron
a cabo en un gel de electroforesis como se muestra en la figura
9A. Se descubridé que se observdé una intensidad de sefal
relativamente uniforme independientemente del amortiguador
usado, con la excepcién del cebador P4.2 donde la reaccidn en
el amortiguador Key mostrd una sefial minima.

Luego, estas reacciones se repitieron con una
temperatura de apareamiento ligeramente mas alta (que se
muestra nuevamente en la Tabla 7) y se llevaron a cabo en un
gel de electroforesis como se muestra en la figura 9B. Este
experimento mostrd resultados comparables a los observados en

la figura 9A; sin embargo, la sefial producida por la reaccidn
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con el cebador PIl10.1 en el amortiguador Key se redujo
significativamente. La sefial producida por la reaccidn con el
cebador P4.2 fue méds distinguible en este experimento.

La diferencia inmediata entre las sefiales producidas
por algunas muestras de PCR que contienen un amortiguador Key
y un amortiguador Tag sugiere que la estabilizacidén de 1la
interaccidén cebador/plantilla se ve muy afectada. Tener una
mayor cantidad de discrepancias entre los cebadores disefiados
y el ADN de tipo salvaje podria conducir a la eliminacidén de
los amplicones producidos a partir de estas muestras usando un
amortiguador Key. A partir de los resultados, es evidente que
varias muestras de cebadores y ADN molde mutantes tienen la
misma intensidad de sefial independientemente de la variante
del amortiguador, y se anticipa que la interaccidn permanece
en estas muestras y se producen amplicones, mientras que los
moldes de tipo salvaje tienen un apareamiento de cebadores
disminuido. Los cebadores de control no parecen verse afectados
por las variantes del amortiguador ni por las temperaturas
probadas. Dado que las muestras con P4.2 y el amortiguador Key
no fueron consistentes en los dos experimentos, es indicativo
de que el stock de P4.2 estaba en malas condiciones.

Tabla 7

Condiciones de PCR usadas en la figura 9A

Paso Temperatura |[Tiempo
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Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 56°C 15 seg.
Extensién (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Condiciones de PCR usadas en la figura 9B

Paso Temperatura |[Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 58°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Se llevaron a cabo experimentos adicionales en las
mismas condiciones que la figura 9A que se muestra en la Tabla
7, usando los cebadores P4, P4.1, P4.2 y P6 en combinacidén con
P2 en ADN molde tanto mutante como natural. Estas reacciones
también se llevaron a cabo en geles de electroforesis como se
puede ver en la figura 10. Las reacciones de la figura 10A se
llevaron a cabo en amortiguador Taq esténdar y las reacciones
de la figura 10B se llevaron a cabo en amortiguador Key, que

contiene iones de amonio (NHz") .
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En las muestras que contenian amortiguador Taqg
estandar hubo suficiente produccidén de amplicones para dar
bandas fuertes con los diversos cebadores y plantillas (figura
10A) . Las muestras que contenian el amortiguador Key mostraron
falta de apareamiento del cebador y, por lo tanto, rendimiento
del producto, como se visualiza mediante bandas débiles o que
desaparecen en algunas combinaciones de cebador/plantilla
(figura 10B). Con el ADN molde mutante, P6 tenia una
funcionalidad muy reducida. En cuanto al ADN molde de tipo
salvaje, hubo pérdida de funcidén en P4, P6 y rendimiento
fraccionado/reducido en P4.2.

Luego, los experimentos se repitieron a una
temperatura de apareamiento ligeramente més alta de 59 °C y se
llevaron a cabo en geles de electroforesis, gque se pueden ver
en las figuras 11A y 11B, con reacciones en amortiguador Tag
estdndar que se muestran en la figura 11A y reacciones en
amortiguador Key que se muestran en la figura 11B. Como se vio
en el experimento anterior, todas las muestras produjeron
seflales fuertes en el gel independientemente del ADN molde. Al
observar muestras con ADN mutado como plantilla y amortiguador
Key, el Unico cebador que no produjo amplicdén (o produjo una
cantidad baja) en esta combinacidén es P6. Con la plantilla de
ADN de tipo salvaje y el amortiguador Key, se observaron bandas
débiles o que desaparecian en las muestras con P4.2 y P6.

Al observar los resultados de las figuras 10A-10B y
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11A-11B, es evidente que el amortiguador Key (amonio, NHz")
tiene un efecto desestabilizador significativo que impide el
apareamiento de cebadores (seleccionados) con el ADN molde.
Ademds, ligeras alteraciones de la temperatura desempefian un
papel importante en la pérdida o ganancia de funcidén (en el
apareamiento). Dado que los cebadores disefiados tendran
inherentemente mas coincidencias errdneas en combinacidn con
la secuencia de tipo salvaje como ADN molde en comparacidédn con
la secuencia mutante, la influencia del amortiguador Key es
significativamente mayor. El apareamiento cebador/plantilla
sigue siendo funcional con la secuencia de TGFBR2 mutante en
un area mas amplia de parametros.

Ejemplo VII - Detecciétn de la mutacidén de
desplazamiento de marco de lectura de TGFbR2 al0-a9 en ADN
libre de células (ADNcf) de biopsias liquidas de pacientes con
cancer colorrectal MSI

Métodos

E1l ADNcf se extrajo de muestras de plasma de
pacientes usando un kit de extraccidén de ADNcf (Mini kit de
purificacién de  ADN circulante libre de células de
plasma/suero, ndmero de categoria 55100,
www.norgenbiotek.com). Las muestras de los pacientes se
compraron en Indivumed GmbH (www.indivumed.com) vy todas se
tomaron en el mismo punto del tratamiento de cada paciente

individual: TO (valor inicial). Los pacientes tenian céncer
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colorrectal (CCR), eran MSI-H o MSS y tenian entre 42 y 73
anos.

i) Secuenciacidédn del ADNcf

La secuenciacién de los fragmentos de ADNcf presentes
en las muestras de plasma se llevd a cabo mediante PCR con una
polimerasa de alta fidelidad (OneTag DNA Polymerase, New
England Biolabs, www.international.neb.com) y condiciones
estandar, usando 1X OneTag-amortiguador (KCl). La polimerasa
de alta fidelidad tenia actividad exonucleasa 3'-5' y aseqgurd
que la secuencia del microsatélite, en donde las polimerasas
son propensas a "deslizarse" debido al gran nUmero de
repeticiones de un solo nucledtido, se sintetizara
correctamente. Se usdé ADN plantilla de TGFRR2 sintético como
controles (tipo salvaje (misma secuencia que SEC ID NO: 19) vy
variante mutante 9a (misma secuencia que SEC ID NO: 20)), para
verificar que los datos de secuenciacidén del microsatélite son
correctos y que la lectura del gel de electroforesis sea
consistente en comparacién con secuencias conocidas. Los
cebadores usados en la PCR con fines de secuenciacién fueron
P1 vy P2.

Las condiciones de la PCR fueron las establecidas en
la Tabla 8.
Tabla 8

Condiciones de termociclado (OneTaq)

Paso Temperatura Tiempo
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Desnaturalizacion inicial 94°C 2 min.
Desnaturalizacion (30

ciclos) 94°C 15 seq.
Apareamiento (30 ciclos) 52°C 15 seq.
Extension (30 ciclos) 68°C 20 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

El producto de la PCR se purificdé mediante
electroforesis en gel. La banda con fragmentos/amplicones con
la longitud correcta se cortd del gel y se extrajo usando un
kit de extraccidén de gel (VWR peqgGOLD Gel Extraction Kit,
numero de categoria 13-2500-01, www.vwr.com). Luego, el
producto de PCR extraido se envid para secuenciacidédn, que fue
llevada a cabo por Eurofins Genomics
(www.eurofinsgenomics.eu) .

ii) Deteccidén de ADNcf de TGFPRR2 mutado

E1l ADNcf de las muestras de plasma del paciente y el
TGFRR2 sintético de tipo salvaje y mutante a9 (SEC ID NOs: 19
y 20) como controles, se amplificé mediante PCR, usando las
condiciones de la Tabla 10. Se usaron los cebadores Pl y P2
para los controles positivos, y se usaron los cebadores P2 vy
P4 para la deteccidén de TGFRR2 mutado, como se muestra en la
Tabla 9. En la Tabla 9, la columna "Cebador" indica sdélo si se

usé Pl o P4, vya que se usd el cebador P2 en todos los tubos.



10

15

20

25

95

En la columna "Muestra", "Sint." indica que se us6é ADN
sintético como plantilla (es decir, las muestras de control),
en lugar de ADN libre obtenido de las muestras de plasma del
paciente. El1 amortiguador usado fue el amortiguador 1X Key
( (NHs) 2504) . Los productos de la PCR se sometieron a

electroforesis en gel y luego se secuenciaron.

Tabla 9

Tubo Cebador ADN molde Amortiguador | Muestra
1 P1 MSI BD_001 Key TO
2 P4 MSI BD_001 Key TO
3 P1 MSI BD_002 Key TO
4 P4 MSI BD_002 Key TO
5 P1 MSI BD_003 Key TO
6 P4 MSI BD_003 Key TO
7 P1 MSI BD_004 Key TO
8 P4 MSI BD_004 Key TO

Tubo Cebador ADN molde Amortiguador | Muestra
9 P1 MSI BD_005 Key TO
10 P4 MSI BD_005 Key TO
11 P1 MSS BD_006 Key TO
12 P4 MSS BD_006 Key TO
13 P1 MSS BD_007 Key TO
14 P4 MSS BD_007 Key TO
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15 P1 MSS BD_008 Key T0
16 P4 MSS BD_008 Key T0
Tubo Cebador ADN molde Amortiguador | Muestra
17 P1 MSS BD_009 Key T0
18 P4 MSS BD_009 Key T0
19 P1 MSS BD_010 Key TO
20 P4 MSS BD_010 Key TO
21 P1 F1, mutante Key Sint.
22 P1 F2, tipo salvaje Key Sint.
23 P4 F1, mutante Key Sint.
24 P4 F2, tipo salvaje Key Sint.

Tabla 10
Condiciones de termociclado

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 segq.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) 56°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Resultados

E1l ADN de TGFbR2 estuvo presente en el ADNcf de todos
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(10/10) los pacientes con CRC analizados. La amplificacidén por
PCR usando los cebadores, seguida de electroforesis en gel,
mostrd que un desplazamiento del marco de lectura de TGFbR2
al0-a9 estaba presente en todos (5/5) los pacientes con MSI-
CRC y en ninguno (0/5) de los pacientes con MSS-CRC analizados
(figura 12). Estos resultados se confirmaron mediante la
secuenciacidén de 1los productos de PCR de tamafio correcto
extraidos del gel de electroforesis. Los productos de PCR
secuenciados contenian el microsatélite a9/al0 completo, segun
corresponda, y se demostrd que los datos de secuenciaciédn
correspondian a los resultados de la PCR.

La PCR usando el cebador modelado a9 seleccionado
(P4) produjo un producto de PCR que era claramente detectable
en el gel de electroforesis solo para el ADNcf de los pacientes
con MSI-CRC (5/5). Los fragmentos de ADNcf de TGFbR2 eran lo
suficientemente largos como para contener el microsatélite y
las regiones con las que se aparea el par de cebadores de
control (250 pb).

Los resultados muestran que el ADN con desplazamiento
del marco de lectura de TGFbR2 al0-a9 estd presente en el ADN
libre de biopsias ligquidas de pacientes con MSI-CRC, lo que
establece que el ADN con desplazamiento del marco de lectura
de TFGbR2 libre de células es un biomarcador potencial para la
deteccidédn temprana del CCR hereditario (sindrome de Lynch),

asi como para el seguimiento de la progresién del céncer vy
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remisién del MSI-CCR esporadico.
Las secuencias del ADNcf de cada paciente, extraidas
de los geles de electroforesis, se muestran en la Tabla 11, en

donde la longitud del microsatélite se muestra entre paréntesis
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al final de cada secuencia.

Tabla 11
Paciente | SECID | Secuencia
NO:

BD_001 21 TTGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGA

(MSI-H) AGAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATT
GCACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAG
TCTCACCAGGCTTTTTTTTTCCTTCATAATGCACTTT
GGAAAAGCAGCATCTTCCAAAATAAAGTCATGGTAG
GGGAGCTTGGGGTCATGGCAAACTG (A9)

BD_002 |22 TGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAA

(MSI-H) GAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTG
CACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGT
CTCACCAGGCTTTTTTTTTCCTTCATAATGCACTTTG
GAGAACCAGCATCTTCCAAAATAAAGTCATGGAAGG
GGAGCTTGGGGTCAGGGCAAACTG (A9)

BD_003 |23 CCGGAAAAAATTGGCACAGATCTCAGGTCCCACAC

(MSI-H) CCTTAAGAGAAGAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGA
TGTTGTCATTGCACTCATCAGAGCTACAGGAACACA
TGAAGAAAGTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCCTTCATA
ATGCACTTTGGAGAAGCAGCATCTTCCAGAATAAAG
TCATGGTAGGGGAGCTTGGGGTCATGGCAAACTGT
CTAA (A9)

BD_004 |24 ACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAAGAAAA

(MSI-H) CTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTGCACTC
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ATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGTCTCAC
CAGGCTTTTTTTTTCCTTCATAATGCACTTTGGAAAA
GCAGCATCTTCCAAAATAAAGTCATGGTAGGGGAG
CTTGGGGTCATGGCA (A9)

BD 005 |25 TGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAA

(MSI-H) GAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTG
CACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGT
CTCACCAGGCTTTTTTTTTCCTTCATAATGCACTTTG
GAGAAGCA (A9)

BD 006 |26 ATTGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAG

(MSS) AAGAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCAT
TGCACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAA
GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTTCCTTCAA (A10)

BD 007 |27 TGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAA

(MSS) GAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTG
CACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGT
CTCACCAGGCTTTTTTTTTTCCTTCATAAG (A10)

BD_008 |28 ACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAAGAAAA

(MSS) CTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTGCACTC
ATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGTCTCAC
CAGGCTTTTTTTTTTCCTTCTTA (A10)

BD_009 |29 TGGCACAGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAA

(MSS) GAAAACTCACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTG
CACTCATCAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGT
CTCACCAGGCTTTTTTTTTTCCTTCATAA (A10)

BD 010 |30 AGATCTCAGGTCCCACACCCTTAAGAGAAGAAAACT

(MSS) CACCTTCTGAGAAGATGATGTTGTCATTGCACTCAT

CAGAGCTACAGGAACACATGAAGAAAGTCTCACCA
GGCTTTTTTTTTTCCTTCATAA (A10)
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Ejemplo VIII - Deteccién de la mutacidén de
desplazamiento del marco de lectura al0-a9 de TGFbR2 a
diferentes temperaturas de apareamiento

1) Gradiente de temperatura PCR 1 (ajuste de
parametros)

Este experimento tuvo como objetivo establecer un
intervalo de temperaturas en donde el par de cebadores sea
eficaz para aparearse sb6lo con el molde de ADN mutante y no
con el molde de ADN de tipo salvaje.

Se usdé ADN sintético (mutante (F1l) y tipo salvaje
(F2)) como plantilla para la PCR, con los cebadores P2 y P4.
Las condiciones de la PCR se muestran en las Tablas 12 a 14, y
la disposicidén del tubo de PCR y la temperatura de apareamiento
usadas para cada tubo se establecen en la Tabla 15. La
temperatura de apareamiento oscild entre 54 °C y 60 °C.

Tabla 12: Mezcla maestra de PCR de los tubos 1 a 8

Mezcla maestra de PCR Reaccion de 50 L

# de muestras 8

10x Amortiguador Key, uL 40

10mM sNTPs, pL

Cebador FW, uL P2
Cebador REV, uL P4

ADN molde, pL F1 0.2 ng/uL

N (00 |00 |00 |00

Tag-Polimerasa, pL
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ddH20, pL 326
Total, yL 400
Sin cebador, uL 400
Alicuota cada tubo, pL 50

Tabla 13: Mezcla maestra de PCR de los tubos 9 a 16

Mezcla maestra de PCR

Reaccion de 50 pL

# de muestras 8
10x Amortiguador Key, pL 40
10mM sNTPs, pL 8
Cebador FW, pL 8 P2
Cebador REV, pL 8 P4
ADN molde, uL 8 F1 0.2 ng/uL
Tag-Polimerasa, pL 2
ddH20, pL 326
Total, uL 400
Sin cebador, uL 400
Alicuota cada tubo, pL 50

Tabla 14 - Condiciones de termociclado
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (30 ciclos) 95°C 15 seq.
Apareamiento (30 ciclos) 54-60°C 15 seq.
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Extensiones (30 ciclos) 68°C 45 seq.
Extension final 68°C 5 min.
Retencioén 4°C -

Tabla 15 — Disefio del tubo de PCR y temperatura de apareamiento

Tubo | Cebador | Fragmento de | Amortiguador | Longitud | Temp.
ADN
1 P4 F1, mutante Key 102 pb 60°C
2 P4 F1, mutante Key 102 pb 59.7°C
3 P4 F1, mutante Key 102 pb 59°C
4 P4 F1, mutante Key 102 pb 57.8°C
5 P4 F1, mutante Key 102 pb 46.4°C
6 P4 F1, mutante Key 102 pb 55.2°C
7 P4 F1, mutante Key 102 pb 54.4°C
8 8 F1, mutante Key 102 pb 54°C
Amortiguador Key
Tubo | Cebador | Fragmento de | Amortiguador | Longitud Temp.
ADN
9 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 60°C
10 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 59.7°C
11 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 59°C
12 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 57.8°C
13 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 56.4°C
14 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 55.2°C
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15 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 54.4°C
16 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 54°C
Amortiguador Key

La figura 13 muestra los geles de electroforesis de
los productos de PCR. Estd claro que la interaccidn cebador-
plantilla de tipo salvaje se debilita mads a temperaturas que
oscilan entre aproximadamente 57.8 °C y mds en comparacién con
la interaccién cebador-plantilla mutante. Ademés, a
aproximadamente 59 °C, la interaccidén cebador-plantilla de tipo
salvaje se altera mds o menos por completo. La interacciédn
cebador-plantilla mutante sigue siendo fuerte y el cebador aun
tiene una alta afinidad incluso a altas temperaturas.

ii) Gradiente de temperatura PCR 2 (ajuste de
pardametros)

Este experimento se llevd a cabo para establecer aun
més un intervalo de temperaturas en donde el par de cebadores
sea eficaz para aparearse sb6lo con el molde de ADN mutante.

Al igual que con la parte 1) anterior, se usd ADN
sintético (mutante (F1l; SEC ID NO: 20) y de tipo salvaje (F2;
SEC ID NO: 19)) como plantilla para la PCR, con los cebadores P2
y P4. Las condiciones de la PCR se muestran en las Tablas 16 a
18, y la disposicidén del tubo de PCR y la temperatura de
apareamiento usadas para cada tubo se establecen en la Tabla 19.

La temperatura de apareamiento oscild entre 57 °C y 62 °C.
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Mezcla maestra de PCR

Reacciéon de 50 pL

# de muestras 8

10x Amortiguador Key, pL 40

10mM sNTPs, pL 8

Cebador FW, pL 8 P2
Cebador REV, pL 8 P4
ADN molde, pL 8 F1
Tag-Polimerasa, pL 2

ddH20, pL 326

Total, uL 400

Sin cebador, uL 400

Alicuota cada tubo, pL 50

Tabla 17: Mezcla maestra de PCR de los tubos 1 a 9

Mezcla maestra de PCR

Reacciéon de 50 pL

# de muestras 8

10x Amortiguador Key, uL 40

10mM sNTPs, pL 8

Cebador FW, uL 8 P2
Cebador REV, uL 8 P4
ADN molde, pL 8 F1
Polimerasa Taq, yL 2

ddH20, pL 326

Total, yL 400

0.2 ng/uL

0.2 ng/pL
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Sin cebador, uL 400
Alicuota cada tubo, pL 50

Tabla 18 - Condiciones de termociclado
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min.
Desnaturalizacion (30 ciclos) 95°C 15 seq.
Apareamiento (30 ciclos) 57-62°C 15 seq.
Extensiones (30 ciclos) 68°C 45 seq.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Tabla 19 - Disefio del tubo

de PCR y temperatura

de apareamiento

Tubo | Cebador | Fragmento de | Amortiguador | Longitud Temp.
ADN
1 P4 F1, mutante Key 102 pb 61°C
2 P4 F1, mutante Key 102 pb 61.7°C
3 P4 F1, mutante Key 102 pb 61.2°C
4 P4 F1, mutante Key 102 pb 60.2°C
5 P4 F1, mutante Key 102 pb 59°C
6 P4 F1, mutante Key 102 pb 58°C
7 P4 F1, mutante Key 102 pb 57.3°C
8 8 F1, mutante Key 102 pb 57°C
Amortiguador Key
Tubo | Cebador | Fragmento de | Amortiguador | Longitud Temp.
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ADN
9 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 62°C
10 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 61.7°C
11 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 61.2°C
12 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 60.2°C
13 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 59°C
14 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 58°C
15 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 57.3°C
16 P4 F2, tipo salvaje Key 102 pb 57°C

Amortiguador Key

Las figuras 14A-14B muestran los geles de
electroforesis de los productos de PCR y muestra que incluso a
temperaturas inferiores a 57.8 °C mencionadas en la parte 1)
anterior, la interaccidén cebador-plantilla de tipo salvaje se
interrumpe y la afinidad del cebador es casi inexistente. En
particular, las figuras 14A-14B muestran que la interaccidn
cebador-plantilla de tipo salvaje se interrumpe a 57 °C. Sin
embargo, la afinidad del cebador hacia el molde mutante sigue
siendo fuerte en comparacidén en las mismas condiciones.

Ejemplo IX - Deteccidébn de la mutacidén de
desplazamiento del marco de lectura al0-a9 de TGFbR2 usando
amortiguador Tagq (KCl) esténdar

Este experimento se llevd a cabo para evaluar la

eficacia de los cebadores en mezclas de PCR que comprenden
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amortiguador Tag estédndar (KCl). Se usd ADN sintético (mutante
(F1) y de tipo salvaje (F2)) como plantilla para la PCR. Los
cebadores Pl y P4 se usaron cada uno con el cebador P2. Las
Tablas 20 y 21 establecen las condiciones de la PCR, y 1los
cebadores y el amortiguador usados para cada tubo se establecen
en la Tabla 22.

Tabla 20 — Condiciones de PCR para el amortiguador Tag estandar

Mezcla maestra de PCR (Taq) Reaccion de 50uL

# de muestras 4

Amortiguador Taq 10x, L 20

dNTPs 10mM, pL 4

Cebador FW, pL 4 P2
Anadido por

Cebador REV, uL 4 separado
Anadido por

ADN molde, yL 4 separado

Taq Polimerasa, L 1

ddH20, pL 163

Total, uL 200

Mezcla maestra total, uL 192

Alicuota cada tubo, pyL 48

Tabla 21 - Condiciones de termociclado

Condiciones de
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termociclado

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 30 seq.

Desnaturalizacion (25

ciclos) 95°C 15 seq.
Apareamiento (25 ciclos) | 58°C 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Final extension 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Tabla 22 - Configuracidédn del tubo

Tubo Cebador Plantilla Volumen Amortiguador
1 P1 F1 1L Taq
2 P4 F1 1L Taq
3 P1 F2 1L Taq
4 P4 F2 1L Taq

La figura 15 muestra los geles de electroforesis de
los productos de PCR y muestra que, para una temperatura alta
y uniforme en todo el termociclador, el amortiguador Tag
estadndar es estable y produce condiciones que conservan la
afinidad del cebador-modelo mutante. La afinidad entre el
cebador vy la plantilla de tipo salvaje se pierde vy 1la
interaccidén se interrumpe hasta un punto en donde se produce

una cantidad minima de fragmentos.
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Ejemplo X - Deteccién de mutaciones de desplazamiento
del marco de lectura ASTEl all-alol

Se disefid® un panel de cebadores de PCR para la
deteccién de ASTE1l mutado de forma similar a los cebadores de
TGFRR2 del Ejemplo I.

Los cebadores Pll y Pl2 son cebadores directos e
inversos de control positivo, respectivamente, que se aparean
con la secuencia de ASTE]l tanto de tipo salvaje como mutante.
Estos cebadores detectan la presencia de ASTE1
independientemente de la presencia o ausencia de la mutacidn
de desplazamiento de marco de all a al0 (es decir, P11 y P12
no son especificos de mutantes) vy garantizan resultados
confiables y que se cumplan todos los criterios para ejecutar
la PCR (sin sefial del control = PCR fallida).

Los cebadores mutantes ASTEl se diseflaron con la
variante mutante ASTEl como objetivo principal, y cada cebador
alberga la secuencia del microsatélite al0. Al igual que con
los cebadores TGFBRR2 en los Ejemplos I y II, la secuencia 10a
mas corta, en lugar de la secuencia lla de tipo salvaje,
introduce una falta de coincidencia entre el ASTEl de tipo
salvaje y el extremo 3' de los cebadores. Al introducir de una
a cuatro no coincidencias (sustituciones de nucledtidos
seleccionados aleatoriamente) en los cebadores, 3" del
microsatélite, se refuerza la repulsidn de las no coincidencias

entre los cebadores y la secuencia ASTEl de tipo salvaje.
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Los cebadores ASTE1l P16 y P24 se probaron usando un
protocolo similar al del Ejemplo VIII, para establecer un
intervalo de temperaturas en donde los cebadores son eficaces
para aparearse sb6lo con el molde de ADN mutante, y no con el
molde de ADN de tipo salvaje. También se usd el cebador inverso
P12 de control positivo a un intervalo de temperaturas. E1
cebador Pll se usd como cebador positivo en todos 1los
experimentos. Se usaron fragmentos sintéticos de ADN de ASTEL
que comprendian los microsatélites de tipo salvaje (all) o
mutantes (al0) para la configuracidén de la PCR (denominados F4
y F3, respectivamente; SEC ID NO: 32 y 33, respectivamente).

La mezcla maestra de PCR usada para cada PCR se
muestra en la Tabla 23 a continuacién, mientras que las
condiciones de la PCR se muestran en la Tabla 24. Se usd una
temperatura de apareamiento diferente para cada PCR, tal como
se muestra en las Tablas 25-27 vy figuras 16-18. Se wusd
amortiguador estéandar (KCl) para todas las PCR. P11l se usd como
cebador directo para todas las PCR.

Tabla 23 — Mezcla maestra de PCR

Mezcla maestra de PCR (Taq) Reaccioén de 50uL

# de muestras 16

Amortiguador Taq 10x, uL 80

dNTPs 10mM, L 16

Cebador FW, L 16 P11
Anadido por

Cebador REV, pL 16 separado
Anadido por

ADN molde, uL 16 separado
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Polimerasa Taq, pyL 4
ddH20, pL 652
Total, yL 800
Mezcla maestra total, uL 768
Alicuota cada tubo, pyL 48

Tabla 24 - Condiciones de termociclado
Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 30 segq.
Desnaturalizacion (25 ciclos) 95°C 15 seg.
Apareamiento (25 ciclos) Variable 15 seg.
Extension (25 ciclos) 68°C 45 seg.
Extension final 68°C 5 min.
Retencion 4°C -

Tabla 25 — Temperatura de

apareamiento de PCR para el cebador

P16

Mutante P16-(F3) pocillo no.

P16-WT (F4) pocillo no.

Temp. de

apareamiento

(°C)
1 1 48
2 2 48.7
3 3 50
4 4 51.9
5 5 54.3
6 6 56.3
7 7 57.4
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8 8 58
Tabla 26 - Temperatura de apareamiento de PCR para el cebador
P24

P24-M (F3) pocillo no. | P24-Wt (F4) pocillo no. | Temp. de apareamiento

(°C)

1 1 44

2 2 44.9

3 3 46.8

4 4 49.5

5 5 52.8

6 6 55.6

7 7 57.2

8 8 58
Tabla 27 - Temperatura de apareamiento de PCR para el cebador
P12

P12-F3 pocillo no. P12-F4 pocillo no. Temp. de apareamiento (°C)

1 1 49

2 2 49.2

3 3 49.6

4 4 50.2

5 5 50.9

6 6 51.5
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7 7 51.8
8 8 52
Resultados

Las figuras 16A-16B, 17A-17B y 18A-18B muestran los
resultados de estas PCR usando diferentes temperaturas de
apareamiento. En particular, estas figuras muestran que 1los
cebadores disefiados basandose en al0 mutante ASTEl (es decir,
P16 y P24) son especificos para all mutante ASTEl y producen
productos de PCR mucho més bajos, o nulos, cuando ASTEl de tipo
salvaje es el molde. Las figuras 18A-18B muestran gque P12 puede
usarse para amplificar ASTEl tanto de tipo salvaje como mutante

al0, de manera que puede usarse como cebador de control

positivo.
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Tabla 28 - Secuencias
SEC
ID

Cebador | NO: | Direcciéon5'-3' Secuencia Objetivo
P1 1 Indirecto CAGTGTCATAGAGCACATTCCT TGFbR2
P2 2 Directo AGACAGTTTGCCATGACCC TGFbR2
P4 3 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCG TGFbR2
P4.1 6 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTCCG TGFbR2
P4.2 7 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTACCG TGFbR2
P5 8 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCC TGFbR2
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P6 4 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTACG TGFbR2
P10 S Indirecto CACCAGGCTTTTTTTATCGTTC TGFbR2
P10.1 9 Indirecto CACCAGGCTTTTTTTATCGTCC TGFbR2
P11 10 Directo ATGTCCTGAGGCTAAGC ASTE1
P12 11 Indirecto CACTGCACACACCAAGT ASTE1
P12.1 38 Indirecto CACTGCACACACCAAGTG ASTE1
P13 12 Indirecto GITTCTTCTGCCTTTTTTTATCG ASTE1
P14 13 Indirecto GTTTCTTCTGCCTTTTTTTGTCG ASTE1
P15 14 Indirecto GITTCTTCTGCCTTTTTTTTACG ASTE1
P16 15 Indirecto GTTTCTTCTGCCTTTTTTAATCG ASTE1
P17 16 Indirecto GITTCTTCTGCCTTTTTTACTCG ASTE1
P24 31 Indirecto CTTTTTTTTCTGAATGTGATCTCC ASTE1

P4x 39 Indirecto GTCTCACCAGGCTTTTTTTTTCX TGFbR2
P16x 40 Indirecto GTTTCTTCTGCCTTTTTTX;XTX3G ASTE1
P24x 41 Indirecto CTTTTTTTTX,TGAATXsTGATCTXsC | ASTE1
Objetivo de microsatélite TGFbR2
mutante, a9 (SEC ID NO: 17) GGAAAAAAAAAGCCTGGTGAGAC
Objetivo de microsatélite TGFbR2
de tipo salvaje, a10 (SEC ID NO: 18) GGAAAAAAAAAAGCCTGGTGAGAC

(las bases

SEC ID NO: 19

(al0); F2

subrayadas en negrita muestran

discrepancias con la secuencia objetivo)

Fragmento de TGFbR2 tipo salvaje

5" TGCGAATGCTGGAGAACAGGAACCAGCTGCCGTTGTTAGGAACAACTTCATGAAGGAAA



10

15

20

25

116

AGTATTCCAGATTGCCTTTCTGTCTGGAGGCCATATTATTCATTTATTCTCTTTCTCTCTC
TCCCTCTCCCCTCGCTTCCAATGAATCTCTTCACTCTAGGAGAAAGAATGACGAGAACATA
ACACTAGAGACAGTTTGCCATGACCCCAAGCTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATG
CTGCTTCTCCAAAGTGCATTATGAAGGAAAAAAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTG
TTCCTGTAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGGTGAGTTTTCTTCT
CTTAAGGGTGTGGGACCTGAGATCTGTGCCAATTTTTTGTATCCTTGGTCTGCAGTGTCAT
AGAGCACATTCCTCCTGTGGTGGATTGCATAC3'

SEC ID NO: 20 - Fragmento de TGFbR2 mutante (a9); F1
5" TGCGAATGCTGGAGAACAGGAACCAGCTGCCGTTGTTAGGAACAACTTCATGAAGGAAA
AGTATTCCAGATTGCCTTTCTGTCTGGAGGCCATATTATTCATTTATTCTCTTTCTCTCTC
TCCCTCTCCCCTCGCTTCCAATGAATCTCTTCACTCTAGGAGAAAGAATGACGAGAACATA
ACACTAGAGACAGTTTGCCATGACCCCAAGCTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATG
CTGCTTCTCCAAAGTGCATTATGAAGGAAAAAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGT
TCCTGTAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGGTGAGTTTTCTTCTC
TTAAGGGTGTGGGACCTGAGATCTGTGCCAATTTTTTGTATCCTTGGTCTGCAGTGTCATA
GAGCACATTCCTCCTGTGGTGGATTGCATAC3’ (seleccién en negrita de
residuos 270 a 278)

SEC ID NO: 32 — Fragmento de ASTEl tipo salvaje (all);
F4
5" AGAGTTCCAAAGAGTGAAGGCGCAGACACGGCTGGGCACAAGACTGGACTTAGACACAG
CTCACATCTTCTGTCAGTGGCAGTCCTGTCTCCAGATGGGGATGTATCTCAACCAGCTGCT
GTCCACTCCTCTCCCAGAGCCAGACCTAACTCGACTGTACAGTGGAAGCCTGGTGCACGGA
CTATGCCAGCAACTGCTAGCATCGACCTCTGTAGAAAGTCTCCTGAGCATATGTCCTGAGG
CTAAGCAACTTTATGAATATCTATTCAATGCCACAAGGTCATATGCCCCCGCTGAAATATT

CCTACCAAAAGGTAGATCAAATTCAAAAAAAAAAAGGCAGAAGAAACAGAATACCAGCTGT
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TCTAAGAACAGAGGGAGAACCACTGCACACACCAAGTGTTGGTATGAGGGAAACAACCGGT
TTGGGTTGTTAATGGTTGAAAACTTAGAGGAACATAGTGAGGCCTCCAACATTGAATAAAA
CTCAGTTTG3’

SEC ID NO: 33 -ASTEl mutante (al0); F3
5" AGAGTTCCAAAGAGTGAAGGCGCAGACACGGCTGGGCACAAGACTGGACTTAGACACAG
CTCACATCTTCTGTCAGTGGCAGTCCTGTCTCCAGATGGGGATGTATCTCAACCAGCTGCT
GTCCACTCCTCTCCCAGAGCCAGACCTAACTCGACTGTACAGTGGAAGCCTGGTGCACGGA
CTATGCCAGCAACTGCTAGCATCGACCTCTGTAGAAAGTCTCCTGAGCATATGTCCTGAGG
CTAAGCAACTTTATGAATATCTATTCAATGCCACAAGGTCATATGCCCCCGCTGAAATATT
CCTACCAAAAGGTAGATCAAATTCAAAAAAAAAAGGCAGAAGAAACAGAATACCAGCTGTT
CTAAGAACAGAGGGAGAACCACTGCACACACCAAGTGTTGGTATGAGGGAAACAACCGGTT
TGGGTTGTTAATGGTTGAAAACTTAGAGGAACATAGTGAGGCCTCCAACATTGAATAAAAC
TCAGTTTG3’

SEC ID NO: 34 -TGFBR2 tipo salvaje (al0) (longitud
completa)
ATGGGTCGGGGGCTGCTCAGGGGCCTGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACGCGTATCG
CCAGCACGATCCCACCGCACGTTCAGAAGTCGGATGTGGAAATGGAGGCCCAGAAAGATGA
AATCATCTGCCCCAGCTGTAATAGGACTGCCCATCCACTGAGACATATTAATAACGACATG
ATAGTCACTGACAACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACTGTGTAAATTTTGTGATGTGA
GATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATCCTGCATGAGCAACTGCAGCATCACCTCCATCTG
TGAGAAGCCACAGGAAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGAAAGAATGACGAGAACATAACACTA
GAGACAGTTTGCCATGACCCCAAGCTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATGCTGCTT
CTCCAAAGTGCATTATGAAGGAAAAAAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTG
TAGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAACACCAGCAATCCT

GACTTGTTGCTAGTCATATTTCAAGTGACAGGCATCAGCCTCCTGCCACCACTGGGAGTTG
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CCATATCTGTCATCATCATCTTCTACTGCTACCGCGTTAACCGGCAGCAGAAGCTGAGTTC
AACCTGGGAAACCGGCAAGACGCGGAAGCTCATGGAGTTCAGCGAGCACTGTGCCATCATC
CTGGAAGATGACCGCTCTGACATCAGCTCCACGTGTGCCAACAACATCAACCACAACACAG
AGCTGCTGCCCATTGAGCTGGACACCCTGGTGGGGAAAGGTCGCTTTGCTGAGGTCTATAA
GGCCAAGCTGAAGCAGAACACTTCAGAGCAGTTTGAGACAGTGGCAGTCAAGATCTTTCCC
TATGAGGAGTATGCCTCTTGGAAGACAGAGAAGGACATCTTCTCAGACATCAATCTGAAGC
ATGAGAACATACTCCAGTTCCTGACGGCTGAGGAGCGGAAGACGGAGTTGGGGAAACAATA
CTGGCTGATCACCGCCTTCCACGCCAAGGGCAACCTACAGGAGTACCTGACGCGGCATGTC
ATCAGCTGGGAGGACCTGCGCAAGCTGGGCAGCTCCCTCGCCCGGGGGATTGCTCACCTCC
ACAGTGATCACACTCCATGTGGGAGGCCCAAGATGCCCATCGTGCACAGGGACCTCAAGAG
CTCCAATATCCTCGTGAAGAACGACCTAACCTGCTGCCTGTGTGACTTTGGGCTTTCCCTG
CGTCTGGACCCTACTCTGTCTGTGGATGACCTGGCTAACAGTGGGCAGGTGGGAACTGCAA
GATACATGGCTCCAGAAGTCCTAGAATCCAGGATGAATTTGGAGAATGTTGAGTCCTTCAA
GCAGACCGATGTCTACTCCATGGCTCTGGTGCTCTGGGAAATGACATCTCGCTGTAATGCA
GTGGGAGAAGTAAAAGATTATGAGCCTCCATTTGGTTCCAAGGTGCGGGAGCACCCCTGTG
TCGAAAGCATGAAGGACAACGTGTTGAGAGATCGAGGGCGACCAGAAATTCCCAGCTTCTG
GCTCAACCACCAGGGCATCCAGATGGTGTGTGAGACGTTGACTGAGTGCTGGGACCACGAC
CCAGAGGCCCGTCTCACAGCCCAGTGTGTGGCAGAACGCTTCAGTGAGCTGGAGCATCTGG
ACAGGCTCTCGGGGAGGAGCTGCTCGGAGGAGAAGATTCCTGAAGACGGCTCCCTAAACAC
TACCAAATAG
SEC ID NO: 35 - a9 TGFBR2 (longitud completa)

ATGGGTCGGGGGCTGCTCAGGGGCCTGTGGCCGCTGCACATCGTCCTGTGGACGCGTATCG
CCAGCACGATCCCACCGCACGTTCAGAAGTCGGATGTGGAAATGGAGGCCCAGAAAGATGA
AATCATCTGCCCCAGCTGTAATAGGACTGCCCATCCACTGAGACATATTAATAACGACATG

ATAGTCACTGACAACAACGGTGCAGTCAAGTTTCCACAACTGTGTAAATTTTGTGATGTGA
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GATTTTCCACCTGTGACAACCAGAAATCCTGCATGAGCAACTGCAGCATCACCTCCATCTG
TGAGAAGCCACAGGAAGTCTGTGTGGCTGTATGGAGAAAGAATGACGAGAACATAACACTA
GAGACAGTTTGCCATGACCCCAAGCTCCCCTACCATGACTTTATTCTGGAAGATGCTGCTT
CTCCAAAGTGCATTATGAAGGAAAAAAAAAGCCTGGTGAGACTTTCTTCATGTGTTCCTGT
AGCTCTGATGAGTGCAATGACAACATCATCTTCTCAGAAGAATATAACACCAGCAATCCTG
ACTTGTTGCTAG

SEC ID NO: 36 — ASTEl tipo salvaje (All) (longitud
completa)
ATGGCCCATTCCCTTTCTGTTGGTGGGAGTGGGTACGTATGTCCCTTACTCATCCGGGAAG
TATTCATACAGGTTTTGATCAAGCTGCGGGTGTGTTTTGTCCAGTGCTTTTCAGAAGCAGA
TCGGGACATTATGACACTTGCTAACCATTGGAATTGCCCTGTGTTATCATCAGATAGTGAC
TTTTGCATTTTTGACCTGAAAACTGGGTTTTGCCCATTGAATAGCTTTCAGTGGAGAAATA
TGAACACTATTAAGGGCACACAAAACTATATCCCTGCCAAATGCTTTTCCCTTGATGCATT
CTGCCATCACTTCAGCAATATGAATAAAGCTCTACTACCTCTCTTTGCGGTGCTATGTGGA
AATGACCATGTTAATCTACCCATCATGGAGACATTCTTAAGTAAAGCGCGTCTTCCTCTTG
GAGCTACCAGTTCTAAAGGGAGGAGACACCACCGAATCCTGGGACTTCTGAATTGGTTGTC
TCATTTTGCCAACCCTACCGAAGCACTAGATAATGTTCTGAAATACCTCCCAAAAAAGGAT
CGAGAAAATGTTAAGGAACTTCTCTGCTGTTCCATGGAAGAATACCAACAGTCCCAGGTGA
AGCTACAGGACTTCTTCCAGTGTGGTACTTATGTCTGTCCAGATGCCTTGAATCTTGGTTT
ACCAGAATGGGTATTAGTGGCTTTAGCTAAAGGCCAGCTATCTCCTTTCATCAGTGATGCT
TTGGTCCTAAGACGGACCATTCTTCCCACACAGGTGGAAAACATGCAGCAACCAAATGCCC
ACAGAATATCTCAGCCCATCAGGCAAATCATCTATGGGCTTCTTTTAAATGCCTCACCACA
TCTGGACAAGACATCCTGGAATGCATTGCCTCCTCAGCCTCTAGCTTTCAGTGAAGTGGAA
AGGATTAATAAAAATATCAGAACCTCAATCATTGATGCAGTAGAACTGGCCAAGGATCATT

CTGACTTAAGCAGATTGACTGAGCTCTCCTTGAGGAGGCGGCAGATGCTTCTGTTAGAAAC



10

15

20

25

120

CCTGAAGGTGAAACAGACCATTCTGGAGCCAATCCCTACTTCACTGAAGTTGCCCATTGCT
GTCAGTTGCTACTGGTTGCAGCACACCGAGACCAAAGCAAAGCTACATCATCTACAATCCT
TACTGCTCACAATGCTAGTGGGGCCCTTGATTGCCATAATCAACAGCCCTGGTAAGGAAGA
GCTGCAGGAAGATGGTGCTAAGATGTTGTATGCAGAGTTCCAAAGAGTGAAGGCGCAGACA
CGGCTGGGCACAAGACTGGACTTAGACACAGCTCACATCTTCTGTCAGTGGCAGTCCTGTC
TCCAGATGGGGATGTATCTCAACCAGCTGCTGTCCACTCCTCTCCCAGAGCCAGACCTAAC
TCGACTGTACAGTGGAAGCCTGGTGCACGGACTATGCCAGCAACTGCTAGCATCGACCTCT
GTAGAAAGTCTCCTGAGCATATGTCCTGAGGCTAAGCAACTTTATGAATATCTATTCAATG
CCACAAGGTCATATGCCCCCGCTGAAATATTCCTACCAAAAGGTAGATCAAATTCAAAAAA
AAAAAGGCAGAAGAAACAGAATACCAGCTGTTCTAAGAACAGAGGGAGAACCACTGCACAC
ACCAAGTGTTGGTATGAGGGAAACAACCGGTTTGGGTTGTTAATGGTTGAAAACTTAGAGG
AACATAGTGAGGCCTCCAACATTGAATAA
SEC ID NO: 37 - al0 ASTEl (longitud completa)

ATGGCCCATTCCCTTTCTGTTGGTGGGAGTGGGTACGTATGTCCCTTACTCATCCGGGAAG
TATTCATACAGGTTTTGATCAAGCTGCGGGTGTGTTTTGTCCAGTGCTTTTCAGAAGCAGA
TCGGGACATTATGACACTTGCTAACCATTGGAATTGCCCTGTGTTATCATCAGATAGTGAC
TTTTGCATTTTTGACCTGAAAACTGGGTTTTGCCCATTGAATAGCTTTCAGTGGAGAAATA
TGAACACTATTAAGGGCACACAAAACTATATCCCTGCCAAATGCTTTTCCCTTGATGCATT
CTGCCATCACTTCAGCAATATGAATAAAGCTCTACTACCTCTCTTTGCGGTGCTATGTGGA
AATGACCATGTTAATCTACCCATCATGGAGACATTCTTAAGTAAAGCGCGTCTTCCTCTTG
GAGCTACCAGTTCTAAAGGGAGGAGACACCACCGAATCCTGGGACTTCTGAATTGGTTGTC
TCATTTTGCCAACCCTACCGAAGCACTAGATAATGTTCTGAAATACCTCCCAAAAAAGGAT
CGAGAAAATGTTAAGGAACTTCTCTGCTGTTCCATGGAAGAATACCAACAGTCCCAGGTGA
AGCTACAGGACTTCTTCCAGTGTGGTACTTATGTCTGTCCAGATGCCTTGAATCTTGGTTT

ACCAGAATGGGTATTAGTGGCTTTAGCTAAAGGCCAGCTATCTCCTTTCATCAGTGATGCT
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TTGGTCCTAAGACGGACCATTCTTCCCACACAGGTGGAAAACATGCAGCAACCAAATGCCC

ACAGAATATCTCAGCCCATCAGGCAAATCATCTATGGGCTTCTTTTAAATGCCTCACCACA

TCTGGACAAGACATCCTGGAATGCATTGCCTCCTCAGCCTCTAGCTTTCAGTGAAGTGGAA

AGGATTAATAAAAATATCAGAACCTCAATCATTGATGCAGTAGAACTGGCCAAGGATCATT

CTGACTTAAGCAGATTGACTGAGCTCTCCTTGAGGAGGCGGCAGATGCTTCTGTTAGAAAC

CCTGAAGGTGAAACAGACCATTCTGGAGCCAATCCCTACTTCACTGAAGTTGCCCATTGCT

GTCAGTTGCTACTGGTTGCAGCACACCGAGACCAAAGCAAAGCTACATCATCTACAATCCT

TACTGCTCACAATGCTAGTGGGGCCCTTGATTGCCATAATCAACAGCCCTGGTAAGGAAGA

GCTGCAGGAAGATGGTGCTAAGATGTTGTATGCAGAGTTCCAAAGAGTGAAGGCGCAGACA

CGGCTGGGCACAAGACTGGACTTAGACACAGCTCACATCTTCTGTCAGTGGCAGTCCTGTC

TCCAGATGGGGATGTATCTCAACCAGCTGCTGTCCACTCCTCTCCCAGAGCCAGACCTAAC

TCGACTGTACAGTGGAAGCCTGGTGCACGGACTATGCCAGCAACTGCTAGCATCGACCTCT

GTAGAAAGTCTCCTGAGCATATGTCCTGAGGCTAAGCAACTTTATGAATATCTATTCAATG

CCACAAGGTCATATGCCCCCGCTGAAATATTCCTACCAAAAGGTAGATCAAATTCAAAAAA

AAAAGGCAGAAGAAACAGAATACCAGCTGTTCTAAGAACAGAGGGAGAACCACTGCACACA

CCAAGTGTTGGTATGAGGGAAACAACCGGTTTGGGTTGTTAA



