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Conjunto de cebadores, sondas, procedimiento y kit pa-
ra el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen
APO A5.

La presente invencion se refiere a un conjunto de ceba-
dores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de po-
limorfismos genéticos, mas concretamente para el geno-
tipado del polimorfismo genético S19W del gen APO A5
mediante la amplificacion mediante PCR de una mues-
tra de ADN usando el conjunto de cebadores reivindica-
do, y la deteccién mediante fluorescencia y genotipado
del polimorfismo genético usando el conjunto de sondas
reivindicado. Las principales ventajas de la presente in-
vencion son: gran rapidez que permite el genotipado a
gran escala ya que la reaccién de PCR y la deteccion de
la sefial fluorescente son simultaneas, asignacion de ge-
notipos automatizada y obtenible de forma inmediata al
finalizar la reaccién, gran sensibilidad que permite geno-
tipar muestras empleando concentraciones muy bajas de
ADN, y menor riesgo de contaminacion al tratarse de un
ensayo homogéneo.
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DESCRIPCION

Conjunto de cebadores, sondas, procedimiento y kit para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen
APO AS.

Sector técnico

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de poli-
morfismos genéticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO AS.

Técnica anterior

Los polimorfismos genéticos de un solo nucleétido (en inglés “single nucleotide polimorphisms” o “SNPs”) son
la forma mas frecuente de variacién que se puede encontrar en el genoma humano. El estudio de la variabilidad
genética tiene repercusion biosanitaria puesto que el papel que se atribuye a los SNPs es,junto con distintos factores
ambientales, de moduladores de la susceptibilidad individual a padecer la mayoria de las enfermedades comunes
(hipertensidn, diabetes, obesidad, arteriosclerosis...). De este modo, el desarrollo de las técnicas de genotipado es un
tema en auge actualmente y es el campo en el que se encuadra la invencion.

La apolipoproteina A5 es uno de los componentes proteicos de los quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL) y de alta densidad (HDL). Diferentes estudios han demostrado que, tanto en animales como en humanos,
es un potente modulador de los niveles plasmaticos de triglicéridos, considerados un factor independiente de riesgo
vascular. Desde el descubrimiento del gen en el afio 2000 se han descrito numerosas mutaciones y polimorfismos, al-
gunos de ellos asociados a dislipemia y también a mayor riesgo de sufrir enfermedades vasculares. Este es el caso del
polimorfismo S79W también denominado c¢.56C>G, uno de los cinco polimorfismos que identifican al haplotipo 3 (en
relacion al gen APO A5). El polimorfismo se encuentra en el tercer exon del gen y prococa el cambio del aminoacido
19 de la apolipoproteina A5 de serina a triptéfano. Aparece en poblacién europea con una frecuencia alrededor del 6%
y diferentes estudios muestran su asociacién con cambios en los niveles de TG, incluso con valores extremos (HTG
grave).

El método descrito inicialmente para el genotipado de este polimorfismo, S79W, estd basado en el sistema de PCR-
RFLP, o genotipado por PCR y restriccion, que es el que se utiliza de forma mds comiin para el andlisis individual de
la mayoria de los SNPs conocidos. En este sistema se amplifican mediante la reaccién en cadena de la polimerasa los
fragmentos polimérficos del gen o genes en estudio, el fragmento amplificado se digiere, con un enzima de restriccién
concreto pues el polimorfismo suele causar la aparicién o eliminacién de un sitio de restriccion y el perfil de bandas
especifico de cada genotipo se visualiza empleando geles de agarosa o acrilamida.

Las principales ventajas de la presente invencién en relacién al método convencional (PCR-RFLP) son: a. una
mayor rapidez que permite el genotipado a mayor escala (mayor nimero de muestras) ya que la reaccién de PCR
y la deteccién de la sefial fluorescente son simultdneas, la asignacién de genotipos estd automatizada y se obtiene
inmediatamente al finalizar la reaccién, b. mayor sensibilidad, debido al empleo de una sefial fluorescente, por lo
que se pueden genotipar muestras empleando concentraciones muy bajas de ADN genémico, c. menor riesgo de
contaminacion, al tratarse de un ensayo homogéneo, es decir el procedimiento se realiza en una sola etapa.

Otro método descrito en la literatura para el genotipado del polimorfismo que se incluye en la invencién es el em-
pleo del sistema denominado “ABI Prism SNaPshot multiplex system”, desarrollado por la empresa Applied Biosys-
tems. Las secuencias de cebadores y sondas que se emplean en este sistema difieren completamente de las comprendi-
das en la presente invencidn, cuya principal ventaja en relacion a este método es que el kit propuesto puede emplearse
en cualquier mdquina de PCR en tiempo real que detecte al menos dos colores (longitudes de onda) de fluorescencia,
mientras que el sistema antes descrito y que forma parte del estado de la técnica depende del uso de los kits y aparatos
de la empresa que ha desarrollado el método.

También es posible genotipar los polimorfismos de interés mediante secuenciacion directa, sin embargo este sis-
tema no se utiliza rutinariamente para el genotipado de un gran nimero de muestras sino para la deteccién de nuevos
polimorfismos en los genes de interés.

El solicitante de la presente patente no tiene conocimiento de ninguna publicacién que haga referencia a soluciones
alternativas comparables a las que proporciona la invencidn para este polimorfismo.

Divulgacion de la invencion
Definiciones

Polimorfismo S719W: A lo largo de la descripcién este término hace referencia a la variante nucleotidica del gen
APO A5 definida por la aparicién de un cambio C por G en la posicién 56 de la regién codificante (exén 3).

Ensayo: A lo largo de la descripcién este término hace referencia al conjunto de procedimientos que permiten
llevar a cabo el genotipado del polimorfismo.
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Sondas lineales fluorogénicas: A lo largo de la descripcion este término hace referencia a las secuencias nucleoti-
dicas, complementarias de la regién polimoérfica de la variante, que llevan acoplado un fluorocromo en el extremo 5’
y una molécula extintora en el extremo 3’ de dicha secuencia.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de poli-
morfismos genéticos, y mas concretamente para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS.

El procedimiento, representado esquematicamente en la figura 1, consiste en una tnica reaccién de PCR en la que
se aprovecha la actividad 5’ exonucleasa del enzima Taq polimerasa. En la reacciéon de PCR estdn presentes cuatro
oligonucleétidos: dos cebadores especificos que flaquean el polimorfismo de interés y dos sondas lineales fluorogéni-
cas, especificas de cada alelo. Estas sondas estdn marcadas en el extremo 5’ con un fluorocromo de referencia, distinto
para cada sonda, y una molécula extintora en el 3’. Cuando las sondas estdn intactas, la sefial emitida por la excitacién
del fluorocromo de referencia es captada por, la molécula extintora, debido a la proximidad fisica entre ambas, y por
tanto no se detecta (figura 1a). La sefial fluorescente, diferente para cada alelo, si se detecta cuando la sonda hibrida
con el alelo totalmente complementario y se libera el fluorocromo de referencia, por la actividad 5> — 3’ exonucleasa
de la polimerasa, durante los ciclos de la reacciéon de PCR (figura 1by 1c¢).

De este modo, constituye un primer objeto de la presente invencién un conjunto de cebadores para el genotipado
de polimorfismos genéticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO
AS5, en el cual al menos dos de los cebadores de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias
mostradas en las SEQ ID NO 1 y SED ID NO 2. Preferentemente, dicho conjunto estd formado por un primer cebador
cuya secuencia comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO 1 y por un segundo cebador cuya
secuencia comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 2. Més preferentemente, la secuencia
de nucledtidos del primer cebador es idéntica a la SEQ ID NO 1 y la secuencia de nucleétidos del segundo cebador es
idéntica a la SEQ ID NO 2.

Constituye un segundo objeto de la presente invencién un conjunto de sondas para el genotipado de polimorfismos
genéticos, y mas concretamente para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5, en el cual al
menos dos de las sondas de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias mostradas en las
SEQ ID NO 3 y SED ID NO 4. Preferentemente, dicho conjunto estd formado por una primera sonda, especifica del
alelo mas frecuente (195), cuya secuencia comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO 3, y por
una segunda sonda, especifica del alelo menos frecuente (19W), cuya secuencia comprende la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO 4. Mas preferentemente, la secuencia de nucledtidos de la primera sonda es idéntica a la
SEQ ID NO 3, y la secuencia de nucledtidos de la segunda sonda es idéntica a la SEQ ID NO 4. Dicha primera
sonda, especifica del alelo mas frecuente, se marca por fluorescencia en el extremo 5° con 6-carboxifluoresceina
(Fam) y en el extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra); y dicha segunda sonda, especifica para el alelo
menos frecuente, se marca por fluorescencia en el extremo 5’ con hexaclorofluoresceina (Hex) y en el extremo 3’ con
carboxitetrametilrodamina (Tamra).

Constituye un tercer objeto de la presente invencién un procedimiento para el genotipado de polimorfismos gené-
ticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS, que comprende la
amplificaciéon mediante PCR de una muestra de ADN usando el conjunto de cebadores anteriormente referido, y la
deteccién mediante fluorescencia y genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 usando el conjunto
de sondas anteriormente referido.

Constituye un cuarto objeto de la presente invencién un kit para genotipado de polimorfismos genéticos, y mas
concretamente para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS5, que comprende al menos un
conjunto de cebadores y un conjunto de sondas tal y como los anteriormente referidos.

Preferentemente, el kit comprende:
a. dos cebadores con secuencias de nucledtidos idénticas a las SEQ ID NO 1 y SEQID NO 2,y

b. dos sondas con secuencias de nucledtidos idénticas a las SEQ ID NO 3 y SED ID NO 4, para la deteccién
del alelo mas frecuente y del alelo menos frecuente, respectivamente; y marcadas por fluorescencia en el
extremo 5’ con 6-carboxifluoresceina (Fam) y con hexaclorofluoresceina (Hex), respectivamente, y en el
extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Representacion gréfica del principio tedrico que soporta la presente la invencidn. Las sondas en solucidn,
es decir, sin hibridar con su alelo especifico, no se detectan, pues la fluorescencia que emite el fluorocromo al ser
excitado es captada por el extintor (a). Cuando una de las sondas, especifica de uno de los alelos, hibrida con la
secuencia del ADN molde complementaria, la actividad exonucleasa 5’ — 3’del enzima Taq polimerasa libera el
fluoréforo, que emite una sefial fluorescente detectable (b y c).
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Figura 2. Visualizacién en geles de agarosa al 3% de la reaccién de amplificacidn del fragmento polimérfico de la
variante S19W del gen APO AS. Las temperaturas del gradiente aplicado se indican en la parte de superior de la figura
para cada calle del gel. Los tamaifios de las bandas correspondientes al marcador de peso molecular (PM) y el tamafio
de fragmento esperado, en pares de bases, se indican a la izquierda y a la derecha, respectivamente.

Figura 3A. Curvas de amplificacién generadas por la emision de fluorescencia de cada una de las sondas disefiadas
(corresponde a la lectura de fluorescencia Fam) en un ensayo realizado a 61°C. Las curvas numeradas como (1)
corresponden a la mezcla que sélo contiene la sonda Fam 19S, las numeradas como (2) corresponden a la mezcla s6lo
con Hex 19W, las curvas numeradas como (3) a las muestras ensayadas con la mezcla con las dos sondas y las curvas
(4) alos blancos sin ADN.

Figura 3B. Curvas de amplificacién generadas por la emisién de fluorescencia de cada una de las sondas disefia-
das (corresponde a la lectura de fluorescencia Hex) en un ensayo realizado a 61°C. Las curvas numeradas como (1)
corresponden a la mezcla que sélo contiene la sonda Fam 19S, las numeradas como (2) corresponden a la mezcla sélo
con Hex 19W, las curvas numeradas como (3) a las muestras ensayadas con la mezcla con las dos sondas y las curvas
(4) alos blancos sin ADN.

Figura 3C. Grifica de discriminacion alélica y la asignacién de los genotipos realizada por la aplicacién informatica
de la maquina de PCR para los umbrales de fluorescencia seleccionados. Se representan los datos de fluorescencia
obtenidos en el ciclo 35 para una de las réplicas de las muestras de ADN de genotipo conocido ensayadas con la
mezcla que contenia las dos sondas. Las unidades relativas de fluorescencia correspondientes a la sonda Fam aparecen
en el eje X y las de las sondas Hex en el eje Y. La linea vertical representa el valor umbral de fluorescencia de la
sonda Fam a partir del cual se considera la presencia del alelo especifico, es decir, el mas frecuente (“Allele 1”). La
linea horizontal es el umbral de fluorescencia de la sonda Hex y, por tanto, los valores de fluorescencia que superen
dicho umbral indican la presencia del alelo menos frecuente (“Allele 2””). Los simbolos empleados por la aplicacién
informdtica se observan en la parte superior del panel. En la grifica mostrada, el circulo corresponde a Homo S o
“Allele 17, el tridngulo corresponde a Het o “heterozygote”, el cuadrado corresponde al Homo M o “Allele 2”” y rombo
corresponde al blanco o “none”.

Figura 4. Gréfica de discriminacion alélica para las muestras del gradiente de temperatura realizado con un ensayo
S19W. Se representan los datos de fluorescencia obtenidos en el ciclo 35. Las muestras de genotipo conocido (Homos
S, Het y Homos M) se representan unidas por lineas para cada temperatura del gradiente, indicadas al lado de dichas
lineas. La asignacién automadtica de genotipos, considerando los umbrales de fluorescencia seleccionados, se identifica
mediante los simbolos empleados por la aplicacién informdtica de la maquina de PCR. En la gréfica mostrada, el
circulo corresponde a Homo S o “Allele 17, el tridngulo corresponde a Het o “heterozygote”, el cuadrado corresponde
al Homo M o “Allele 2” y rombo corresponde al blanco o “none”.

Figura 5A. Gréfica de discriminacion alélica para un ensayo S19W realizado para un conjunto de 88 muestras de
ADN extraido a partir de sangre entera de personas no emparentadas. Se incluyen réplicas de muestras de ADN de
genotipo conocido: 2 Homo S, 2 Het y 2 Homo M, y un blanco sin ADN. Se representan los datos de fluorescencia,
correspondientes al ciclo 35.

Figura 5B. Vista parcial de la ventana de asignacién automatica de genotipos que realiza la aplicacion informética
de la maquina de PCR.

Maneras de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos sin cardcter limitativo y cuyo objeto es facilitar
su mejor comprension.

Diseiio de cebadores y sondas

Para la obtencién de las secuencias oligonucleotidicas comprendidas en la presente invencion se realizaron los
oportunos estudios bioinformaticos para el anélisis de pardmetros claves, relacionados a continuacion:

e Se deben seleccionar secuencias que impidan la formacién de horquillas estables, dimeros o heterodimeros.

o Los cebadores deben disefiarse para amplificar un fragmento pequefio, entre 60 y 150 pb, y asi propiciar
que la reaccion de PCR sea eficaz.

o Latemperatura de fusién de los cebadores no debe ser muy alta, recomenddndose un rango entre 55 y 60°C.
En el caso de las sondas, debe ser varios grados superior para favorecer que hibriden con su secuencia
totalmente homologa antes que los cebadores, ya que el proceso de amplificacion es tan rapido que de no
ser asi no se detectarian dichas secuencias.

e [a diferencia de temperatura de fusion entre las dos sondas especificas de cada alelo no debe superar los
dos grados.
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e Deben evitarse las repeticiones de mas de cuatro nucleétidos, especialmente Gs y Cs. Esto favorece la
formacion de estructuras secundarias y el aumento de las temperaturas de fusién en oligonucleétidos cortos.

e La proporcién de Gs y Cs de las sondas no debe superar el 80%.

e Las sondas no pueden tener ninguna G en el extremo 5’ ya que esta base dificulta la emision de fluorescen-
cia. Por el mismo motivo es preferible que las sondas tengan la secuencia de la hebra del ADN molde que
contenga la menor proporcion de Gs.

e Debe priorizarse la proximidad entre el cebador y la sonda.

e Las sondas no pueden ser muy largas, lo que aumentaria la estabilidad de la hibridacién con los alelos no

especificos y habria mds distancia entre el fluoréforo de referencia y la molécula extintora. Se recomienda
un méaximo de 33 nucleétidos y el nucleétido polimérfico debe situarse lo mdas centrado posible.

Las secuencias nucleotidicas especificas comprendidas en la presente invencion y objeto de una realizacion prefe-
rida (SEQ ID NO 1-4) aparecen en la tabla 1.

Optimizacion de los ensayos. Desarrollo de un kit de genotipado

Durante el proceso de optimizacion se comprobd, como se describe a continuacion, la especificidad de las secuen-
cias de cebadores y sondas, se selecciond la temperatura mas adecuada de la etapa de hibridacién/extension de la
reaccién de PCR que tiene lugar en los ensayos, y también la proporcién de los cebadores y de las sondas especificas
de cada alelo presentes en la mezcla de reaccion.

TABLA 1

Secuencias nucleotidicas objeto de la invencion

%
Polimorfismo Secuencia (5°—3%) bases ° Tf *
G/C
S19W

Cebador directo

(SEQID NO1) CCCTGATTACCTAGTCCCTCT 21 524 59.8
Cebador reverso

(SEQID NO 2) ATCTTCTGCTGATGGATCTGCT 22 45.5 584

Sonda especifica del
Tamra ’

(SEQIDNO 3)

Sonda especifica del
alelo menos frecuente Hex-ACAGCGTTTTGGGCCACCCA-

20 60 6t 4
Tamra
(SEQIDNO %)

* Temperaturas de fusion tedricas (°C) indicadas por el fabricante

Amplificacion del fragmento polimorfico. Especificidad de los cebadores

El primer conjunto de andlisis llevado a cabo para la optimizacion de los ensayos consistié en la realizacién de una
serie de reacciones de PCR, empleando los cebadores directo y reverso y las condiciones de reaccién necesarias, con
objeto de verificar la obtencién de un tnico producto de amplificacién asi como el rango de temperaturas en el que es
posible obtenerlo.

Las reacciones se realizaron en placas multipocillo, en un volumen de 15 uL con 50 ng de ADN genémico, ademas
de controles sin ADN, utilizando, diluida a la mitad, la mezcla de reaccién iQ™ SYBR Green Supermix (SYBR Green
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I'y fluoresceina 20 nM, KCI1 100 mM, Tris-HC1 40 mM, pH 8.4, dATP, dCTP, dGTP y dTTP todos 0.4 mM, 50 U/mL
de iTaq ADN polimerasa, MgCl, 6 mM, y estabilizadores) y los cebadores directo y reverso en una concentracién
300 nM.

El protocolo térmico consisti6 en un paso inicial de desnaturalizacién del ADN y activacion del enzima iTaqg ADN
polimerasa de 5 minutos a 95°C. A continuacidn, transcurrieron 40 ciclos con dos pasos, uno de desnaturalizacién de
30 segundos a 95°C y otro de 45 segundos de hibridacion y extension en el que se aplic6 un gradiente de temperatura.

Los tamaiios e intensidad de los fragmentos obtenidos para cada temperatura se visualizaron haciendo migrar una
alicuota de la reaccién de amplificacién en geles de agarosa (figura 2). Los resultados muestran que la amplifica-
cion tiene lugar para todas las temperaturas del gradiente ensayadas y obteniéndose un tnico fragmento del tamafio
esperado.

Deteccion de la serial fluorescente. Especificidad de las sondas

Una vez comprobada la especificidad y eficacia de las parejas de cebadores se realizé un primer ensayo con las
sondas fluorogénicas disefiadas para comprobar si era posible detectar la sefial fluorescente emitida durante la reaccién
de PCR.

El primer ensayo con las sondas lineales fluorogénicas se realizé con la misma mezcla de reaccién anterior pero
sin SYBR green ni fluoresceina, aplicando un protocolo térmico consistente en un paso de 5 minutos a 95°C y 40
ciclos de dos pasos: 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 45 segundos de hibridacion/extension a la temperatura
menos restrictiva del gradiente del experimento anterior, concretamente a 61°C.

Se utilizaron como controles muestras de ADN de sujetos con el genotipo previamente determinado mediante
amplificaciéon por PCR y restriccion: homocigotos para los alelos mas frecuentes (Homo S), heterocigotos (Het) y
homocigotos para los alelos menos frecuentes o mutantes (Homo M).

Se prepararon tres mezclas de reaccién diferentes: una con cada sonda, Fam 19S (100 nM) o Hex 19W (200 nM)
por separado, y otra con las dos juntas: Fam 19S a 100 nM y Hex 19W a 200 nM, en los tres casos con 300 nM de los
cebadores directo y reverso. Cada mezcla se ensay6 con 50 ng del ADN de cada genotipo por duplicado y con blancos
sin ADN.

Los datos de fluorescencia generados por la eliminacion del fluoréforo del extremo 5’ de las sondas fueron reco-
gidos durante la etapa de hibridacién/extension. El andlisis de estos datos se llevé a cabo estudiando las curvas de
amplificacion (figuras 3A y 3B) y, en el caso de la mezcla que contenia las dos sondas, también mediante la modalidad
de discriminacion alélica de la maquina de PCR (figura 3C).

Se comprob6 que ambas sondas generan una sefial fluorescente que permite monitorizar la reaccién de PCR, tanto
cuando se utilizan individualmente [figuras 3 A (1) y 3B (2)] como cuando se utilizan las dos a la vez [figuras 3A (3)
y 3B 3.

Optimizacion de los protocolos térmicos. Temperatura optima de la etapa de hibridacion/extension

Para optimizar la temperatura de la etapa de hibridacién/extensién de los ensayos se realizaron experimentos en
gradiente con la mezcla de reaccién que contiene las parejas de cebadores y sondas especificas de cada polimorfismo.

Las reacciones de PCR se realizaron empleando 50 ng de muestras de ADN de sujetos con genotipo conocido, por
duplicado, y aplicando un protocolo térmico consistente en un paso de 5 minutos a 95°C y 40 ciclos de dos pasos: 30
segundos de desnaturalizacién a 95°C y 45 segundos de hibridacion/extension en gradiente entre 60 y 68°C.

Se realiz6 el andlisis de los datos mediante la modalidad de discriminacién alélica de la aplicacién informatica que
controla la maquina de PCR para valorar el comportamiento de las sondas Fam y Hex simultdneamente.

Como se muestra en la figura 4 se comprueba que la asignacién de genotipos fue correcta para las muestras
ensayadas a todas las temperaturas, aunque a 68°C la muestra Het fue clasificada como Homo S (“Allele 1) debido a
que se obtuvieron niveles de fluorescencia muy bajos. Del grupo de temperaturas que permiten la asignacion correcta
de genotipos para cada polimorfismo se seleccionan como temperaturas de ensayo aquellas en las se produce la maxima
sefial fluorescente en ausencia de fluorescencia inespecifica (ruido de fondo) y se mantiene la mejor proporcionalidad
en la fluorescencia emitida por cada sonda para los tres genotipos posibles. De esta forma, se establece en 64°C la
temperatura de ensayo preferida para el polimorfismo SI9W.

Optimizacion de otras variables

Se realizaron diversos ensayos empleando distintas concentraciones de sonda Hex (100, 200 y 300 nM) asi como
diferentes concentraciones de cebadores (200, 300 y 500 nM) y la separacién en dos pasos de la etapa de hibridacién y
extension (hibridacion a 64°C 30 segundos mds extension a 72°C 30 segundos). En todos los casos fue posible asignar
los genotipos de forma correcta. Se decidi6 escoger la concentracién intermedia de sonda Hex (200 nM) pues puede

6
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garantizar mejor que la de 100 nM la discriminacién de genotipos en muestras de baja concentraciéon de ADN e implica
un coste menor del ensayo que la de 300 nM. Finalmente no se incluy6 una etapa de extensién que alargaria el tiempo
de ensayo.

Se realizaron también diversos ensayos empleando distintas cantidades de ADN molde (5, 10, 25 y 50 ng de
cada genotipo por duplicado). El andlisis de los datos, por grupo de muestras correspondientes a cada cantidad de
ADN, mediante 1la modalidad de discriminacién alélica, demostr6 que es posible distinguir de forma especifica los tres
genotipos para todas las cantidades de ADN ensayadas.

Aplicacion en muestras amplias de genotipo desconocido

En un ejemplo de aplicacién del procedimiento sobre un conjunto de muestras amplio (88 muestras) se distribu-
yeron alicuotas de 2.5 uL. del ADN gendémico, con un rango de concentracién en ng/ul. de 34,94 + 12,30, en placas
multipocillo. En cada placa, ademds de las muestras a genotipar, se incluyeron 50 ng de los correspondientes controles
de ADN con genotipo conocido (Homo S, Het y Homo M), y un blanco sin ADN. Las condiciones de ensayo fueron
las siguientes:

Mezcla de reaccion (15 pLL de volumen final):

e ADN molde (muestras homogéneas entre 5 y 50 ng)

e KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8.4; dATP, dCTP, dGTP y dTTP, todos 0.2 mM; 0.375 U de iTag ADN
polimerasa, MgCl,b 3 mM

e Cebadores directo y reverso (SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2, respectivamente; tabla 1) 300 nM
e Sonda Fam (SEQ ID NO 3, tabla 1) 100 nM

e Sonda Hex (SEQ ID NO 4, tabla 1) 200 nM.

Protocolo térmico:
e 1 ciclo de desnaturalizacién y activacion de la polimerasa de 5 minutos

e 40 ciclos con dos pasos: 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 45 segundos de hibridacién/extension
a 64°C.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras SA y 5B. En el ejemplo descrito se obtuvieron 75 muestras 19SS
(homocigotos para el alelo mas frecuente), 12 muestras 19SW (heterocigotas), y una muestra I9WW (homocigota
para el alelo menos frecuente). Para todas las muestras de la placa se verificé el genotipado mediante el método
convencional de PCR y restriccidn, siendo la concordancia entre los dos métodos del 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 caracterizado
porque al menos dos de los cebadores de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias
mostradas en las SEQ ID NOI y SED ID NO 2.

2. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segtin la reivindi-
cacion anterior caracterizado porque dicho conjunto estd formado por un primer cebador cuya secuencia comprende
la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 1 y por un segundo cebador cuya secuencia comprende la
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO 2.

3. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segun la reivindi-
cacién anterior caracterizado porque la secuencia de nucleétidos del primer cebador es idéntica ala SEQID NO 1y
la secuencia de: nucleétidos del segundo cebador es idéntica a la SEQ ID NO 2.

4. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 caracterizado porque
al menos dos de las sondas de dicho conjunto, una de ellas especifica del alelo mas frecuente (19S) y la otra especifica
del alelo menos frecuente (19W), presentan, respectivamente, secuencias que comprenden a las secuencias mostradas
en las SEQ ID NO 3y SED ID NO 4.

5. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO A5 segtin la reivindicacion
anterior caracterizado porque dicho conjunto estd formado por una primera sonda, especifica del alelo mas frecuente,
cuya secuencia comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 3, y por una segunda sonda,
especifica del alelo menos frecuente, cuya secuencia comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID
NO 4.

6. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO AS segin la reivindicacién
anterior caracterizado porque la secuencia de nucledtidos de la primera sonda es idéntica a la SEQ ID NO 3, y la
secuencia de nucleétidos de la segunda sonda es idéntica a la SEQ ID NO 4.

7. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segin cualquiera
de las reivindicaciones 4 a 6 caracterizado porque tanto la sonda especifica del alelo mds frecuente como la sonda
especifica del alelo menos frecuente estdn marcadas por fluorocromos de referencia distintos en el extremo 5’ y en el
extremo 3’ con una molécula extintora.

8. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS segtin la reivindicacion
anterior caracterizado porque la sonda especifica del alelo mds frecuente estd marcada por fluorescencia en el extremo
5’ con 6-carboxifluoresceina (Fam) y en el extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra); y la sonda especifica
para el alelo menos frecuente estd marcada por fluorescencia en el extremo 5’ con hexaclorofluoresceina (Hex) y en el
extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra).

9. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 caracterizado porque
comprende:

a. la amplificaciéon mediante PCR de una muestra de ADN usando un conjunto de cebadores descrito segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y

b. la deteccion mediante fluorescencia y genotipado usando un conjunto de sondas descrito segtn la reivindi-
cacion 7.
10. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 caracterizado porque

comprende:

a. la amplificaciéon mediante PCR de una muestra de ADN usando un conjunto de cebadores descrito segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,y

b. la deteccién mediante fluorescencia y genotipado usando un conjunto de sondas descrito segun la reivindi-

cacion 8.

11. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque las sondas para la deteccién mediante fluorescencia y genotipado pueden utilizarse
conjuntamente o por separado.

12. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque la deteccién mediante fluorescencia y genotipado se realiza usando las sondas descritas

8
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segun la reivindicacion 8 de forma que, en la mezcla de reaccion, la sonda especifica del alelo mds frecuente se encuen-
tra a una concentracién de 100 nM, y la sonda especifica del alelo menos frecuente se encuentra a una concentracién
en el rango de 100 a 300 nM.

13. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segtn la reivindicacion
anterior caracterizado porque, en la mezcla de reaccidn, la sonda especifica del alelo menos frecuente se encuentra a
una concentracién de 200 nM.

14. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segilin cualquiera de
las reivindicaciones 12 6 13 caracterizado porque la amplificacién mediante PCR comprende un paso inicial de
desnaturalizacién del ADN vy activacion de la polimerasa de 5 minutos a 95°C, y 40 ciclos con dos pasos: uno de
desnaturalizacién de 30 segundos a 95°C, y otro de hibridacién y extension.

15. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO A5 segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque el paso de hibridacion y extension se realiza 45 segundos a una temperatura compren-
dida en el rango de 60-68°C.

16. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque el paso de hibridacion y extension se realiza a una temperatura de 64°C.

17. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS segtin la reivindicacién
14 caracterizado porque el paso de hibridacién y extension se; realiza separadamente: hibridacién 30 segundos a una
temperatura comprendida en el rango de 60-68°C, y extension 30 segundos a 72°C.

18. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO AS segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque la hibridacion se realiza a una temperatura de 64°C.

19. Kit para el genotipado del polimorfismo genético SI9W del gen APO A5 que comprende al menos un conjunto
de cebadores descrito segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y al menos una de las sondas del conjunto de
sondas descrito segin la reivindicacién 7.

20. Kit para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO A5 que comprende al menos un conjunto
de cebadores descrito segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y al menos una de las sondas del conjunto de
sondas descrito segun la reivindicacién 8.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 201000007

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 ES2336410 (UNIVERSIDAD DE MALAGA) 12.04.2010. 12-04-2010
D02 CHARRIERE S. et al. "Association of APOA5 -1131T>C and S19W Abril-2008

gene polymorphisms with both mild hypertriglyceridemia and hy-
perchyolomicronemia in type 2 diabetic patients." Chimica Acta.
Abril 2008, Vol. 394, paginas 99-103.

D03 MARTINELLI et al. "The -1131T>C and S19W APOA5 gene poly- 2007
morphisms are associated with high levels of triglycerides and apo-
lipoprotein C-lll, but not with coronary artery disease: an angiograp-
hic study." Atherosclerosis. 2007. Vol. 191, paginas 409-417.

D04 TALMUD PhJ. et al. "Relative contribution of variation within the 2002
APOC3/A4/A5 gene cluster in determining plasma triglycerides.”
Human Molecular Genetics. 2002. Vol. 11(24), paginas 3039-3046.
D05 WANG J. et al. "Resequencing genomic DNA of patients with seve- 2007
re hypertriglyceridemia (MIM 144650)." Arteriosclerosis, Trombosis
and Vascular Biology. 2007. Vol. 27, paginas 2450-2455.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de invencion divulga un conjunto de cebadores y sondas para el genotipado del polimorfismo genético
S19W del gen APO A5 que codifica para la apolipoproteina A5 (reivindicaciones 1-8). Se reivindica también el procedimiento
para genotipado de dicho polimorfismo, amplificando por PCR una muestra de ADN y empleando el conjunto de cebadores y
sondas reivindicados (reivindicaciones 9-18), asi como un kit de identificacion (reivindicaciones 19-20).

El documento D01 divulga un conjunto de cebadores y sondas para el genotipado del polimorfismo genético S19W del gen APO
A5 que codifica para la apolipoproteina A5 (ver reivindicaciones 1-8). Se reivindica también el procedimiento para genotipado de
dicho polimorfismo, amplificando por PCR una muestra de ADN y empleando el conjunto de cebadores y sondas reivindicados
(ver reivindicaciones 9-17), asi como un kit de identificacion (ver reivindicaciones 18-19).

El documento D02 divulga la asociacion entre los polimorfismos genéticos -1131T>C y S19W, del gen de la apolipoproteina
A5 humana, con procesos de hipertrigliceridemia e hiperquilomicronemia en pacientes con diabetes tipo 2. La deteccién de
ambos polimorfismos se realiza mediante amplificacion por PCR'RFLP de fragmentos del gen APO A5, empleando cebadores
especificos (ver pagina 99, resumen; pagina 100, columna 2, parrafo 2).

El documento D03 divulga un estudio angiografico sobre la asociacion entre los polimorfismos genéticos -1131T>C y S19W, del
gen de la apolipoproteina A5 humana, con altos niveles de triglicéridos y apolipoproteina C-lll pero no con una enfermedad de
las arterias coronarias. La deteccién de ambos polimorfismos se realiza mediante amplificacion por PCR-RFLP de fragmentos
del gen APO A5, empleados cebadores especificos (ver pagina 409, resumen; pagina 411, columna 1, apartado 2.3).

El documento D04 divulga un estudio sobre la asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos y altos niveles de triglicéridos
en plasma. Entre estos polimorfismos, se encuentran -1131T>C y S19W, del gen de la apolipoproteina A5 humana y su
deteccion se realiza mediante amplificacion por PCR-RFLP de fragmentos del gen APO A5, empleando cebadores especificos
(ver pagina 3039, resumen; paginas 3044-3045).

El documento D05 divulga un estudio sobre genes cuyo déficit por mutaciéon en humanos conlleva una predisposicion a padecer
una hipertrigliceridemia severa. Este estudio selecciona 5 genes que presentan polimorfismo de un solo nucleétido, encontran-
dose entre ellos el polimorfismo genético S19W del gen APO A5. La amplificacién de los fragmentos de ADN se realiza con
cebadores especificos para cada polimorfismo (ver pagina 2450, resumen; pagina 2451, columna 1, parrafo 3).
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 201000007

Hoja adicional

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6 y 8 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente solicitud es un conjunto de cebadores y sondas para el genotipado del polimorfismo genético
S19W del gen APO A5; asi como un procedimiento y un kit para realizar dicho genotipado, que incluyen los cebadores y sondas
reivindicados.

1.1. REIVINDICACIONES 1-20.

El polimorfismo genético S19W del gen APO A5 es conocido en el Estado de la Técnica, encontrandose en numerosos docu-
mentos debido a que este gen codifica para la apolipoproteina A5 humana cuyo déficit por mutacién implica una predisposicién
al aumento de triglicéridos en plasma.

El objeto de la invencion recogido en las reivindicaciones 1-20 ha sido divulgado idénticamente en el documento D01, tal y
como establece el Art. 6.3 Ley 11/1986: Se entiende igualmente comprendido en el estado de la técnica el contenido de las
solicitudes espafolas de patentes o de modelos de utilidad, tal como hubieren sido originalmente presentadas, cuya fecha de
presentacion sea anterior a la que se menciona en el apartado precedente y que hubieren sido publicadas en aquella fecha o
lo sean en otra posterior.

Por lo tanto las reivindicaciones 1-20 no son nuevas segun el Art. 6.3 Ley 11/1986.

La deteccion del polimorfismo S19W del gen APO A5 mediante técnicas de PCR, empleando cebadores y sondas especificos
es anticipada en los documentos D02-D05, sin embargo estos cebadores y/o sondas no coinciden con las reivindicadas.
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