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DESCRIPCION
Método para el analisis de fusion de acidos nucleicos
PRIORIDAD

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de patente de Estados Unidos Numero 60/905.721
solicitada el 8 de marzo del 2007, titulada Primers for Melting Analysis (“Cebadores para el analisis de fusion”).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El proyecto del genoma humano ha conseguido secuenciar la mayoria de regiones del ADN humano. El trabajo de
identificacion de los genes y alteraciones en las secuencias asociadas con enfermedades contindia a un ritmo rapido.
Se utilizan estudios de ligamiento para asociar un fenotipo con marcadores genéticos, tales como repeticiones
simples de la secuencia o polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) para identificar genes candidatos. Las
alteraciones en las secuencias, que incluyen SNP, inserciones y deleciones que provocan mutaciones de sentido
erréneo, desplazamientos del marco o de corte y empalme, se pueden utilizar entonces para localizar el gen y el
espectro de mutaciones responsables.

Sin embargo, incluso cuando los detalles genéticos son conocidos, es dificil utilizar este conocimiento en la practica
médica de rutina, en gran parte porque los métodos para analizar el ADN son caros y complejos. Cuando los costes
disminuyan de manera significativa y los métodos se simplifiquen drasticamente, se espera que los analisis de ADN
sean accesibles para la utilizacion en la practica clinica diaria para la deteccién eficaz de enfermedades y un mejor
tratamiento. El andlisis ideal de ADN es rapido, sencillo y econémico.

Cuando una enfermedad esta causada por un namero limitado de mutaciones, o cuando unas cuantas alteraciones
en las secuencias constituyen una proporcién amplia de los casos de enfermedades, es viable el genotipado directo.
Los métodos tradicionales varian desde la digestién por restriccion clasica de productos de PCR hasta métodos
fluorescentes en tubo cerrado. Los métodos en tubo cerrado del andlisis de ADN pueden ser sencillos de realizar.
Una vez se inicia la PCR, no son necesarias adiciones o separaciones posteriores de reactivo. Sin embargo, los
métodos en tubo cerrado son habitualmente caros debido, en gran parte, al coste de las sondas fluorescentes
utilizadas. Aunque existen muchos disefios refinados, las sondas son a menudo complejas con mdltiples colorantes
fluorescentes y/o grupos funcionales. Por ejemplo, una estrategia habitual utiliza una sonda fluorescente y un
inhibidor (“quencher”), unidos cada uno de manera covalente a una sonda especifica de alelo (1). Son necesarias
dos de estas sondas “TaqMan®" para obtener el genotipo de un SNP. No sélo son costosas las sondas, sino que el
tiempo requerido para la hibridacién y la separaciéon con la exonucleasa también limita la velocidad a la se puede
realizar la PCR.

Otro ejemplo de genotipado con tubo cerrado utiliza cebadores Scorpion®, disponibles de DxS Ltd. Los cebadores
Scorpion®, o "amplicones de autosondeo," descritos originalmente en 1999, se forman durante la PCR a partir de un
cebador que incluye una extensién 5' que comprende un elemento sonda, una pareja de secuencias tallo
autocomplementarias, una pareja de fluoréforo/inhibidor y un monémero de bloqueo para evitar la copia de la
extension 5 (2). Tal como se ilustra en la figura 1, en el formato de tallo-bucle original, el elemento sonda forma el
bucle, y el tallo acerca de manera proxima el fluoréforo y el inhibidor. Después de la PCR, el elemento sonda se
hibrida a una parte del producto de extension, abriendo el tallo y separando el fluoréforo del inhibidor.
Posteriormente, se desarrolld un formato de doble cadena adicional, también mostrado en la figura 1, en que el
fluoréforo en el cebador Scorpion® es inhibido por un inhibidor en una sonda complementaria separada que forma
una doble cadena antes de la PCR (3). Después de la PCR, el elemento sonda, que ahora es parte del amplicén, se
separa de la sonda inhibidora y se hibrida al amplicon. En ambos casos, el sondeo es una reaccién intramolecular.

Existen varias ventajas de las reacciones intramoleculares sobre las sondas intermoleculares. En primer lugar, la
hibridacion intramolecular es rapida y no es una etapa limitante, incluso con los protocolos PCR actuales mas
rapidos (4). El elemento de sonda se estabiliza mediante la reaccidn intramolecular, incrementando las temperaturas
de fusién de la sonda en aproximadamente 5-15°C, de manera que se pueden utilizar sondas mas cortas, de manera
ilustrativa en areas de variacion de secuencia elevada. En el formato de tallo-bucle, un Unico nucleétido sirve como
uno de los cebadores y como sonda. Sin embargo, dichas sondas pueden ser complejas y caras. El coste elevado
esta provocado por la complejidad elevada para producir ciertas sondas. Por ejemplo, cada cebador Scorpion®
requiere tres modificaciones en el cebador de oligonucleétido (un fluoréforo, un inhibidor y un bloqueador). Seria
deseable un sistema de genotipado de tubo cerrado que mantenga las ventajas de los cebadores Scorpion®, pero
que elimine su complejidad y coste.

Se ha utilizado otro método para el genotipado “Polimorfismo de conformacion de cadena simple Snapback o
SSCP”. El SSCP utiliza un cebador de una secuencia especifica para introducir una estructura secundaria en los
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productos de la PCR que son posteriormente separados mediante electroforesis para revelar los polimorfismos de
conformacién de cadena simple (“SSCP”) (5). En el SSCP Snapback, una cola del cebador complementario de 8-11
pb forma un bucle cerrado en su secuencia complementaria en el producto de extensién, creando una horquilla en el
amplicon de cadena simple, que posteriormente se detecta mediante separacion en gel.

Tal como se ha descrito mas arriba, se pueden utilizar cebadores Snapback para introducir una estructura
secundaria de bucle en un producto de extensién. Sin embargo, los cebadores Snapback y otros métodos de la
técnica anterior divulgados en la presente invencién dependen de la separacién en gel posterior a la amplificacién, o
la utilizacion de caros cebadores marcadores de manera fluorescente. En comparacion, los métodos de la presente
invencioén utilizan un colorante de dsADN y un analisis de fusién para hacer un seguimiento de la hibridacién de la
horquilla. Segin un aspecto de la presente solicitud, después de la PCR, de manera ilustrativa, pero sin limitarse a
una PCR asimétrica, la fusion intramolecular de la horquilla permite el genotipado. La hibridacién intramolecular se
muestra en la figura 2. El método es sencillo porque sélo son necesarios dos cebadores de PCR, siendo la Unica
adicién una cola 5 de nucleétidos en, como minimo, un cebador. No se requieren fluoréforos, inhibidores o
bloqueadores covalentes, reduciendo ampliamente el coste de la sintesis y el desarrollo de ensayos. De este modo,
en una realizacion ilustrativa, el colorante de dsADN se desencadena y esta libre para unirse y ser liberado del acido
nucleico solamente en base a la fusion.

Una cuestion que ha impedido un método mejor de genotipado gira en torno al hecho de que la mayoria de
enfermedades genéticas son complejas. Muchas alteraciones diferentes en las secuencias en los mismos o
diferentes genes pueden contribuir a un fenotipo de la enfermedad. La esperanza inicial de que la mayoria de
enfermedades humanas estén causadas por un grupo de variantes de secuencia se ha demostrado que no es cierta.
Muchos genes pueden contribuir a un fenotipo particular y muchas mutaciones diferentes en un gen pueden causar
los mismos patrones de la enfermedad o similares. Por lo tanto, para determinar la unién entre un genotipo y su
fenotipo resultante, las pruebas genéticas requieren a menudo un analisis paralelo de muchas regiones codificantes
y reguladoras. Existen varios métodos de cribado de ADN para anormalidades y son conocidos como métodos de
“rastreo”. Mientras que el “genotipado” se centra en la deteccidn de alteraciones especificas en las secuencias, el
rastreo de mutaciones puede sefialar la presencia de una anormalidad, la cual se puede identificar a continuacién a
través de métodos, tales como el genotipado o la secuenciacion.

La secuenciacion es actualmente el patron de referencia para la identificacion de la variacion de secuencia. Aunque
estan disminuyendo los costes, la secuenciacion es todavia un proceso complejo que no es rapido, sencillo o
economico cuando se aplica al diagnostico genético especifico o la farmacogenética. Esto sigue siendo cierto para
métodos que utilizan polonias (colonias de polimerasa) (6) o PCR de emulsion (7). La secuenciacion estandar
requiere siete etapas: 1) amplificacion mediante PCR, 2) lavado del producto de la PCR, 3) adicién de reactivos de
secuenciacion en ciclos, 4) secuenciaciéon en ciclos para la terminacion didesoxi, 5) lavado de los productos de
terminacion, 6) separacion mediante electroforesis capilar, y 7) analisis de los datos. Esta complejidad se puede
automatizar y se ha realizado en algunos centros de secuenciacion, pero la secuenciacion sigue siendo mucho mas
compleja que los métodos de la presente invencion. Ademas, cuando se analizan genes grandes o miltiples genes,
sobre el 90% de los productos secuenciados se vuelven normales. Un método sencillo que pudiera identificar
secuencias normales y variantes habituales eliminaria la mayor parte del tiempo, coste y esfuerzo de la
secuenciacion.

Los cebadores Snapback de la presente invencién se pueden utilizar para integrar el rastreo de mutaciones y el
genotipado en la misma reaccion. El rastreo se puede realizar mediante fusion de amplicén de resolucién elevada (8)
en la misma reaccion y utilizando la misma curva de fusién que el genotipado Snapback. La PCR asimétrica para el
genotipado Snapback da lugar a dos especies con diferentes transiciones de fusion, una cadena simple en exceso
en una conformacion de horquilla y un producto de PCR de cadena doble, preferentemente fundiéndose cada
especie a una temperatura diferente. De manera ilustrativa, la horquilla Snapback se fundira a temperatura baja, y el
amplicén de longitud completa se fundira a temperatura elevada. La horquilla proporciona un genotipado dirigido
para variantes habituales, mientras que el amplicon de longitud completa permite el rastreo de cualquier variante de
secuencia en el producto de la PCR. De manera similar, se puede utilizar la PCR simétrica utilizando dos cebadores
Snapback para rastrear y genotipar dos polimorfismos conocidos en una reaccion. En un gen bien caracterizado con
una fusion de amplicon precisa, se cree que el genotipado Snapback puede eliminar habitualmente, como minimo, el
90%, y quizas, como mucho, el 99% de la necesidad de secuenciaciéon en el andlisis de la enfermedad genética
compleja.

El rastreo y genotipado combinados con cebadores Snapback son atractivos porque s6lo son necesarios reactivos
de PCR y un colorante de dsADN. No son necesarios oligonucleétidos modificados caros, separaciones,
purificaciones o etapas de adicion de reactivos. El andlisis de tubo cerrado elimina el riesgo de contaminacion de la
PCR. Ademas, el apareamiento de cebadores Snapback es rapido y compatible con los protocolos de PCR mas
rapidos.
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CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
Por consiguiente, se dan a conocer aqui cebadores Snapback en varias configuraciones.

En un aspecto de la presente invencion, se da a conocer un método para el analisis de acidos nucleicos,
comprendiendo el método las etapas de mezclar un acido nucleico diana con un primer cebador y un segundo
cebador para formar una mezcla, estando los cebadores configurados para amplificar el &cido nucleico diana, en el
que el primer cebador comprende un elemento sonda especifico para un locus del acido nucleico diana y una region
cebadora especifica de plantilla, en el que el elemento sonda de 5’ de la regidon cebadora especifica de plantillay en
el que el primer cebador es un oligonucleétido que no presenta colorantes unidos covalentemente o inhibidores que
amplifiquen el &cido nucleico diana para generar un amplicén, permitiendo que el elemento sonda se hibride al locus
para formar una horquilla, generando una curva de fusion para el elemento sonda mediante la medicién de la
fluorescencia de un colorante que se une a dsADN a medida que se calienta la mezcla, en el que el colorante no
esta unido covalentemente al primer cebador, y analizando la forma de la curva de fusion. En la presente invencion
se dan a conocer un conjunto de variaciones de este método.

DESCRIPCION BREVE

La figura 1 muestra un esquema de la accion de cebadores Scorpion®. El circulo negro es el bloqueador, el circulo
rojo es el inhibidor, el circulo verde pequefio es el fluoréforo inhibido y el circulo verde grande es el fluor6foro no
inhibido.

La figura 2 muestra la hibridacién intramolecular de un cebador Snapback.

La figura 3 muestra el genotipado de SNP utilizando un colorante de saturacién y sondas de oligonucle6tidos no
marcadas.

La figura 4 es un esquema de genotipado utilizando cebadores Snapback.

La figura 5A muestra un genotipado que utiliza un cebador Snapback siguiendo una PCR simétrica. Los genotipos
mostrados son C/C (azul), A/A (negro) y A/C (rojo).

La figura 5B muestra un genotipado que utiliza un cebador Snapback con un bloqueador de la extension.
La figura 6A representa cebadores Snapback que tienen elementos sonda con longitudes diferentes.

La figura 6B es una representacion de la derivada de la fusién de productos de amplificacion de elementos sonda de
la figura 6A.

Las figuras 6C-F muestran representaciones de la derivada de la fusion para el genotipado de SNP utilizando
cebadores Snapback que tienen elementos sonda con longitudes diferentes: la figura 6C tiene un elemento sonda de
8 bases; la figura 6D tiene un elemento sonda de 14 bases; la figura 6E tiene un elemento sonda de 20 bases; la
figura 6F tiene un elemento sonda de 24 bases.

La figura 6G muestra las temperaturas de fusion previstas y observadas para diferentes longitudes de dobles
cadenas en horquilla que varian de 6 a 28 pb. Los errores en el apareamiento de bases no estaban presentes en el
extremo 5’ de los cebadores snapback. Las temperaturas de fusion previstas (cuadrados llenos) se determinaron
mediante célculos estandar de los vecinos mas proximos, incluyendo extremos colgantes en ambas partes, pero sin
considerar el bucle de la horquilla. Después de la PCR asimétrica y fusion, se determinaron las Tf observadas
(circulos llenos) como las alturas maximas de los picos en las representaciones de la derivada negativa después de
la normalizacion y la resta del ruido de fondo exponencial. El % de GC de la doble cadena en horquilla variaba de
8,3 a32,1%.

Las figuras 7A-B representa un posible mecanismo para la inhibicion de la PCR con cebadores Snapback,
mostrando la figura 7A una posible extension desde el extremo 3’ de la cadena menor y mostrando la figura 7B como
un error de apareamiento de dos bases evita su extension.

La figura 7C muestra representaciones de la derivada normalizada de la fusion para cien muestras clinicas utilizando
un cebador Snapback que tiene un error de apareamiento de dos bases del tipo representado en la figura 7B. Los
genotipos fueron del tipo natural homocig6tico (negro), heterocigético (gris claro) y mutante homocigético (gris
0Sscuro).

La figura 8A muestra las representaciones de las derivadas de la fusién de elementos sonda de 8, 12, 16 y 20 bases
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en cebadores Snapback que tienen un error de apareamiento de dos bases para evitar la extension desde la
horquilla.

La figura 8B muestra las representaciones de las derivadas de la fusion de elementos sonda de 12 y 20 bases
después de la amplificacién asimétrica con plantillas homocigoticas y heterocigéticas apareadas.

La figura 9A representa amplicones Snapback de longitudes variables, en los que las longitudes de los amplicones
son: 1 =120 pb, 2 =180 pb, 3=221pb,4 =271 pby5 =321 pb.

La figura 9B muestra representaciones de la derivada de la fusién de los amplicones de la figura 9A, negro (120 pb),
rojo (180 pb), azul (221 pb), verde (271 pb) y amarillo (321 pb).

La figura 10A representa amplicones Snapback que tienen diversos tamafios de bucle. Las longitudes de bucle son:
OR =17 bases, 1R = 34 bases, 2R = 88 bases, 3R = 135 bases, 4R = 177 bases y 5R = 236 bases.

La figura 10B muestra representaciones de la derivada de la fusion de los amplicones de la figura 10A. No se realiz6
la resta del ruido de fondo exponencial, lo que explica la pendiente descendente de la curva de la derivada.

La figura 11A muestra representaciones de la derivada de la fusion, en las que se utilizé un cebador Snapback para
amplificar cuatro plantillas homocigoéticas diferentes, cada una variando Unicamente con una base diferente en la
posicion variable.

La figura 11B muestra representaciones de la derivada de la fusion, en las que se utiliz6 un cebador Snapback para
amplificar una plantilla homocigética apareada y tres plantillas heterocigéticas diferentes, cada una compartiendo un
alelo apareado.

La figura 11C muestra representaciones de la derivada de la fusion, en las que se utilizé un cebador Snapback para
amplificar una plantilla homocigdtica apareada y tres plantillas heterocigéticas diferentes con ambos alelos
desapareados con respecto al elemento sonda.

Las figuras 12A-B muestran representaciones de la derivada de la fusion, en las que el cebador Snapback presenta
un error de apareamiento cerca de los extremos de un elemento sonda de 22 bases. La figura 12A demuestra un
error de apareamiento en la posicién 2, mientras que la figura 12B presenta un error de apareamiento en la posicion
20.

Las figuras 12C-D muestran representaciones de la derivada de la fusion, en las que el cebador Snapback presenta
un error de apareamiento cerca del centro de un elemento sonda de 22 bases. La figura 12C presenta un error de
apareamiento en la posicion 8, mientras que la figura 12D presenta un error de apareamiento en la posicion 14.

La figura 13 muestra una representacion de la derivada de la fusion de la mutacién G542X de fibrosis quistica
utilizando un cebador Snapback. Los genotipos mostrados son del tipo natural homocigético (azul), heterocig6tico
(negro) y mutante homocigético (rojo).

Las figuras 14A-B muestran representaciones de la derivada (figura 14A) y curvas de fusiéon normalizadas (figura
14B) del elemento sonda de un cebador Snapback que obtienen informacién de la regién F507 — F508 del exdn 10
de CFTR: tipo natural (amarillo), F507del het (negro), F508del het (azul), F508C het (rojo) y F508del homo (verde).

La figura 15 muestra una representacion de la derivada del genotipado de mudiltiples locus con cebadores Snapback
bilaterales que obtiene informaciéon del exdén 10 de CFTR: tipo natural (circulos), heterocigoto compuesto
F508del/Q493X (diamantes pequefios conectados), heterocigoto 1506V (diamantes pequefios), heterocigoto F508C
(cuadrados pequefios), heterocigoto 1507del (cuadrados grandes), heterocigoto F508del (diamantes grandes
conectados) y homocigoto F508del (cuadrados conectados).

La figura 16 muestra una representacion de la derivada de la transferencia de energia de resonancia de LCGreen
Plus a LCRed640 utilizando un cebador Snapback marcado en 5’ con LCRed640 (fusién a 72<C con trazo rojo). En
comparacion, la curva de fusion de una sonda marcada con LCRed640 no unida se muestra en azul con una
transicion de fusion de 63<C.

La figura 17 es un esquema del genotipado y rastreo utilizando cebadores Snapback.
Las figuras 18A-B muestran el rastreo de mutaciones y el genotipado simultaneos del exén 4 de CFTR utilizando
PCR simétrica y un cebador Snapback. La figura 18 A muestra una curva de fusion del amplicon de longitud completa

antes de la dilucion con agua, mientras que la figura 18B muestra una curva de la derivada después de la dilucién de
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10 veces con agua. Después de la dilucién, las muestras se desnaturalizaron mediante calor y se enfriaron antes de
la fusién: tipo natural (negro) y heterocigoto R117H (rojo).

DESCRIPCION DETALLADA

SYBR® Green | (Invitrogen Corp, Carlsbad, California) es un colorante utilizado ampllamente para el analisis de
fusién, ya que muestra un cambio amplio en la fluorescencia durante la PCR (10, 15). SYBR® Green | se utilizd por
primera vez en el analisis de fusién para distinguir diferentes productos de PCR que diferian en la Tf en 2°C o0 méas
(21). Posteriormente, se utilizé SYBR® Green | para identificar deleciones (16), repeticiones de dinucledtidos en
genotipos (17) e identificar varias alteraciones en las secuencias (18-21). Sin embargo, la diferencia de Tf entre
genotipos puede ser pequefia y puede desafiar la resolucién de los instrumentos actuales. De hecho, se ha sugerido
que SYBR® Green |, "no deberia utilizarse para las aplicaciones rutinarias de genotipado” (22). El genotipado con
curvas de fusién con colorantes de ADN especificos de doble cadena utilizados habitualmente pueden dar lugar a un
incremento de la Tf con una ampliacién de la transicion de fusién (23) y la compresién de la diferencia de Tf entre los
genotipos. Estos factores disminuyen el potencial del SYBR® Green | para la discriminacién de genotipos.

El ADN heterocigético esta formado de cuatro cadenas simples diferentes que pueden crear dos productos de doble
cadena homdloga y dos productos de doble cadena heteréloga cuando se desnaturalizan y se enfrian. En teoria, los
cuatro productos presentan Tf diferentes y la curva de fusion debe ser una composicion de las cuatro transiciones de
doble cadena a cadena simple. Sin embargo, los colorantes de ADN especificos de doble cadena se pueden
redistribuir durante la fusiéon (24), provocando una liberacién del colorante de las dobles cadenas heterélogas de
fusién baja y la redistribucion a dobles cadenas homélogas de fusion mas elevada. Debido a que SYBR® Green | no
es saturante a concentraciones compatibles con la PCR (10), dicha redistribucion es plausible y consiste con la
ausencia de una transiciéon de doble cadena heterdloga observada.

Recientemente, se han desarrollado LCGreen® | y LCGreen® Plus (Idaho Technology, Inc., Salt Lake City, UT) y
otros diversos colorantes de saturacion para aplicaciones de resolucion elevada, que incluyen para el genotipado y
el rastreo (véanse las solicitudes de patente de Estados Unidos en tramite Nos. 10/531.966, 10/827.890, 11/485.851,
11/931.174). Cuando sélo se amplifica un producto de PCR y la secuencia es homocigética, sélo se forman dobles
cadenas homdlogas. Con colorantes de saturacion, las diferencias de Tf entre diferentes genotipos de dobles
cadenas homologas no estan comprimidas y es posible una diferenciacion clara entre los genotipos, incluso para
SNP. Dichos colorantes de saturacion también se pueden utilizar para identificar y distinguir multiples productos
presentes en una reaccion, de manera ilustrativa dobles cadenas homdélogas generadas a partir de la amplificacion
de mdltiples locus o multiples dianas q® e son homocigéticas. En cambio, la mayor parte del tiempo sé6lo se pueden
observar algunos productos con SYBR™ Green |, presumiblemente debido a la redistribucién del colorante.

Cuando se amplifican una o mas dianas heterocigéticas, los productos de doble cadena heteréloga son facilmente
observables con colorantes de saturacion. La capacidad de detectar e identificar dobles cadenas heterélogas es
particularmente Util para detectar genotipos heterocigéticos, asi como para rastrear mutaciones desconocidas. En
muchas cwcunstanmas esto no es p05|b|e con colorantes de dsADN convencionales utilizados en PCR a tiempo
real, tales como SYBR® Green I, SYBR® Gold, y bromuro de etidio, donde los productos de doble cadena heteréloga
no son observables de manera general.

Con colorantes de saturacion, es posible distinguir todos los heterocigotos de una base de los homocigotos. En la
deteccion de heterocigotos, la temperatura de fusidn absoluta y la influencia de la concentracién de ADN no son tan
importantes como con métodos que implican la diferenciacion entre genotipos homocigéticos. Las dobles cadenas
heterocigo6ticas afectan a la forma de la curva de fusion, particularmente en la parte “inicial” de temperatura baja de
la transicion. Las diferentes curvas de fusion se pueden hacer coincidir por la temperatura mediante el traslado del
eje X para superponerlo con la parte “final” de temperatura elevada de la transicion. La presencia o ausencia de las
dobles cadenas heterélogas se pueden deducir entonces con una mayor precision.

Se pueden utilizar oligonucleétidos no marcados combinados con colorantes de saturacion para el genotipado
mediante un analisis de fusién de tubo cerrado (11). De manera ilustrativa, el producto de cadena complementaria a
la sonda no marcada se produce en exceso mediante una PCR asimétrica, de manera ilustrativa con el cebador
complementario en un exceso de 5-10 veces. La sonda no marcada se puede bloquear en el extremo 3 para evitar la
extension, pero no son necesarias otras modificaciones. La figura 3 muestra un resultado habitual de genotipado de
sonda no marcada a partir de ADN gendémico. Se amplific6 un segmento que comprendia la mutacion de SNP
G542X de fibrosis quistica en presencia de una sonda no marcada de 28 unidades (11). Se muestran los tres
genotipos (homocig6tico de tipo natural — linea negra continua, heterocigético . linea roja, y mutante homocigético —
linea discontinua) utilizando sondas emparejadas con el tipo natural (parte superior) o el mutante (parte inferior).
Utilizando una sonda no marcada, se puede genotipar la region bajo la sonda, tal como se muestra en la figura 3, y
se puede utilizar la curva de fusion del amplicon completo, que tendra, en general, una transicion de fusion mas
elevada, para rastrear mutaciones en otros puntos del amplicén.
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Sin embargo, normalmente es deseable bloquear el extremo 3’ de sondas no marcadas para evitar la extension. El
bloqueador es un gasto afiadido. De manera adicional, el genotipado con sondas no marcadas requiere tres
oligonucledtidos: dos cebadores y una sonda no marcada adicional. Ademas, las sondas no marcadas producen la
mejor sefial cuando son relativamente largas, normalmente de 25-35 bases (11). Finalmente, la hibridacién
intermolecular requerida con sondas no marcadas puede ser bloqueada por la estructura secundaria de la diana, ya
que la hibridacién intermolecular es normalmente mas lenta que la hibridaciéon intramolecular de la estructura
secundaria.

Los cebadores Snapback, segun el presente documento, se dirigen hacia muchas de estas cuestiones. En primer
lugar, sélo son necesarios dos oligonucleétidos, de manera ilustrativa un cebador estandar y un cebador con una
cola corta como un elemento sonda integrado. A continuacion, no es necesario el bloqueo del extremo 3’ porque el
elemento sonda es una parte del extremo 5 del cebador y se desea la extensién del cebador. Finalmente, la
hibridacion de los cebadores Snapback es intramolecular, de manera que la hibridacién es rapida y la estructura
interna es una cuestion menor. Cuando se utiliza un colorante de saturacion, el colorante de saturacion pueden estar
presente durante la amplificacion en una concentracion suficiente para detectar dobles cadenas heterélogas tras la
fusion del amplicon. De este modo, la combinacion de cebadores Snapback y colorantes de saturacién proporciona
un analisis de acidos nucleicos en solucién en tubo cerrado. Sin embargo, aunque los ejemplos de la presente
invencioén utilizan colorantes de saturacion, se entiende que los cebadores Snapback se pueden utilizar con otros
colorantes, particularmente en los que no es necesaria una resolucion elevada o en los que la adicion de colorantes
después de la amplificacién no es un problema.

En la figura 4 se representa un protocolo de genotipado Snapback ilustrativo. A la izquierda se muestra el cebador
Snapback, que tiene una cola -8- que no se hibrida al acido nucleico diana -20-. El cebador estandar -12- se muestra
a la derecha. El acido nucleico se amplifica, de manera ilustrativa mediante PCR asimétrica, produciendo mas de la
cadena -14- formada a partir de la extension del cebador Snapback -10- que de la cadena complementaria -16-. A
continuacién, el producto de amplificacion se enfria, produciendo una mezcla de productos de horquillas
intramoleculares -30- del cebador Snapback -10-, junto con un amplicon -40- de longitud completa y doble cadena.
Una fusién derivada de esta mezcla de amplificacién produce maximos a temperatura baja que representan la fusion
de la estructura de horquilla -35- y maximos a temperatura elevada que representan la fusiéon del amplicon -40- de
longitud completa.

Aungue la PCR es el método de amplificacion utilizado en los ejemplos de la presente invencion, se entiende que
puede ser adecuado cualquier método de amplificacion que incorpore un cebador. Entre dichos procedimientos
adecuados se incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); amplificaciéon con desplazamiento de cadena
(SDA); amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA); amplificacion por circulo rodante en
cascada (CRCA), amplificacion isotérmica de ADN mediada por bucles (LAMP); amplificacion isotérmica y quimérica
de acidos nucleicos iniciada por cebadores (ICAN); amplificacion dependiente de helicasa basada en la diana (HDA);
amplificacion mediante por la transcripcion (TMA), y similares. Por lo tanto, cuando se utiliza el término PCR, debe
entenderse que incluye otros métodos de amplificacion alternativos.

Ademas, aunque se hace referencia a genotipado después de la amplificacion, se entiende que los cebadores
descritos en la presente invencién se pueden utilizar para la deteccién y/o la cuantificacion. El cebador Snapback, tal
como se conoce en la técnica, sirve como cebador y como sonda para dichos métodos.

Ejemplo 1. Genotipado con un cebador snapback despué s de PCR simétrica.

Se utilizé como plantilla (25) una plantilla de plasmido modificado de secuencia de M13 con un contenido de GC del
40%. De otro modo, estaban disponibles para el estudio plasmidos idénticos con A, C, G o T en una posicién. Se
estudiaron tanto la plantilla “A” como la plantilla “C”, asi como un heterocigoto “A/C" que se formé mediante la
mezcla de cantidades iguales de las plantillas “A” y “C”. La concentracién de cada plasmido se determindé mediante
absorbancia a 260 nm (Azs0), asumiendo que una Az de 1,0 es 50 pg/ml. Los cebadores de M13 utilizados son el
cebador directo 5-AATCGTCATAAATATTCATTGAATCCCC Ctcattctegttttctgaactg-3' (SEQ ID NO. (secuencia de
identificacion nimero) 1, con la cola mostrada en mayusculas y la posicion variable en la plantilla después de la
formacion de la horquilla Snapback mostrada en negrita), y el cebador inverso 5'-atgtttagactggatagcgt-3' (SEQ 1D
NO. 2), que forman un producto de PCR de aproximadamente 130 pb.

La PCR se realizé en volimenes de reaccién de 10 pl con Tris 50 mM (pH 8,3), albumina de suero bovino 500 pg/ml,
MCI; 3 mM, 200 uM de cada uno de los desoxinucleétidos trifosfato, 0,4 U de Klen Taq polimerasa (AB Peptides),
0,5 veces LCGreen® Plus (Idaho Technology), cebadores 0,5 uM y 10° copias del plasmido "A" o una concentracién
equivalente de una mezcla 1:1 de los plasmidos "A" y "C". Se realizé una PCR en un LightCycIer® (Roche) durante
35 ciclos con una desnaturalizacion a 95C (manteni do 0 s), apareamiento a 50C (mantenido 0 s), una rampa de
2%C/s hasta la temperatura de extensién a 72C y un mantenimiento de 8 s a 72¢C. Después de la PCR, las
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muestras capilares se desnaturalizaron a 94C (mantenido 0 s) y se enfriaron hasta 40C. Todas las vel ocidades de
transicion entre temperaturas se programaron a 20C/s a menos que se indicara lo contrario. Las muestras se
extrajeron del LightCycler, se colocaron en el instrumento de fusion de alta resolucion HR-1™ (Ildaho Technology), y
se fundieron de 50C a 87<C en una rampa de 0,3C/s . Normalmente, se resté el ruido de fondo exponencial de las
curvas de fusién, de manera ilustrativa tal como se da a conocer en el documento PCT/US2006/036605, las curvas
se normalizan y normalmente se muestran como representaciones de las derivadas. Las curvas de fusion de las
derivadas resultantes se muestran en la figura 5A.

La figura 5A muestra representaciones de las curvas de fusion de las derivadas para todos los genotipos de un SNP
A/C. Las transiciones de fusion tanto del amplicén (78-82C) como de la sonda snapback (66-73<C) son cl aras.
Considerando en primer lugar la region del amplicon, tal como se esperaba, el maximo del homocigoto C se
encuentra a una temperatura mas elevada que el del homocigoto A. Ademas, el heterocigoto AC muestra una
transicion amplia a temperaturas inferior debido a la influencia de las dobles cadenas heterélogas (12). La fusion del
elemento sonda del cebador Snapback depende del genotipo. La plantilla A apareada perfectamente se funde a la
temperatura mas elevada (71<), la plantilla C no a pareada se funde a 68T, y el heterocigoto muestras maximos de
fusion a ambas temperaturas. Aunque la intensidad de la sefial es baja, la capacidad de obtener genotipos mediante
la observacion de la fusién del elemento sonda del cebador Snapback es claramente evidente.

Ejemplo 2. Genotipado con cebadores Snapback y con un blogueador _de la extension utilizando PCR
simétrica.

Para incrementar la formacion de bucles de los cebadores Snapback y la altura de los maximos del genotipado
Snapback (maximos a temperatura baja) en las representaciones de las derivadas, se incorpor6 un bloqueador de la
extensién ente el cebador especifico de plantilla y el elemento sonda del cebador Snapback. Mostrado como una “X”
en el cebador directo, el bloqueador utilizado era un derivado basico de tetrahidrofurano incorporado como la
fosforamidita CE dSpacer disponible de Glen Research (nimero de catalogo 10-1914-90). Se incorporaron diez
unidades contiguas de dSpacer a efectos de asegurar el bloqueo de la polimerasa. Los cebadores utilizados fueron
el cebador directo 5-AATCGTCATAAATATTCATTGAATCCCC(X)otcattctegttttctgaactg-3' (SEQ ID NO. 3, con la
cola mostrada en mayusculas y la posicién variable en la plantilla después de la formacién de la horquilla Snapback
mostrada en negrita) y el cebador inverso 5'-atgtttagactggatagcgt-3’ (SEQ ID NO. 4).

Se estudiaron tanto la plantilla “A” como el heterocigoto “A/C” del ejemplo 1. Se realizaron la PCR vy la fusién tal
como se indica en el ejemplo 1. La figura 5B muestra las representaciones de las curvas de fusién de las derivadas
para los genotipos A y A/C. Las transiciones de fusion tanto del amplicon (78-82<C) como de la sonda sna pback
(68-75<C) son claras. Considerando la regiéon del am plicén, el heterocigoto AC presenta una transicién amplia a
temperaturas inferiores en comparacion con el homocigoto. La fusiéon del elemento sonda del cebador Snapback
depende del genotipo. La plantilla A perfectamente apareada se funde en una transicion a una temperatura elevada
(73°C), mientras que la transicion del heterocigoto es bimodal. La sefial del elemento sonda se incrementé en la
intensidad relativa en comparacion con el ejemplo 1.

Una ventaja de utilizar PCR simétrica para el genotipado con cebadores Snapback es que se pueden utilizar dos
cebadores Snapback (uno en cada extremo) para obtener informacién de dos locus diferentes en el producto de
PCR. Cada cola se complementa con un locus y los elementos sonda pueden variarse en la longitud y/o el contenido
de GC para separar las Tf de los alelos de los dos elementos sonda. Otro modo ilustrativo de obtener informacién de
locus distantes (separados por una distancia tal que un elemento sonda seria inconveniente) es utilizar s6lo un
cebador Snapback con un Unico elemento sonda, pero dividiendo el elemento sonda en dos 0 mas segmentos, cada
segmento complementario a uno de los locus. El ADN plantilla forma bucles entre los locus y es posible la obtencién
de haplotipos (13). De manera alternativa, se pueden utilizar un cebador Snapback y una sonda no marcada (11), de
manera ilustrativa con PCR asimétrico. Otra opcion es mezclar varios cebadores Snapback juntos, cada uno con la
misma regidn de cebador especifica de plantilla, pero diferentes elementos sonda que reconocen diferentes locus.

Ejemplo 3. Efecto de la longitud del elemento sonda e n la seial de los cebadores Snapback después de PCR
asimétrica.

Se investigaron elementos sonda de diferentes longitudes utilizando PCR asimétrica. Los cebadores M13 utilizados
se muestran en la tabla 1, en la que las letras mayusculas indican la cola del elemento sonda, las letras mindsculas
definen la region cebadora especifica de plantilla y la base en negrita indica la posicion variable en la plantilla
después de la formacion de la horquilla Snapback.
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Tabla 1

Nombre Cebador directo limitante (0,05 M)
1F tcattctcgttttctgaactg (SEQ ID NO: 5)

Cebador Snapback inverso (0,5 pM)
1R6tail GAATATatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 6)
1R8tail TGAATATTatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 7)
1R10tail ATGAATATTTatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 8)
1R12tail AATGAATATTTAatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 9)
1R14tail CAATGAATATTTATatgtttagactggatagcegt (SEQ ID NO: 10)
1R16tail TCAATGAATATTTATGatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 11)
1R18tail TTCAATGAATATTTATGAatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 12)
1R20tail ATTCAATGAATATTTATGACatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 13)
1R22tail GATTCAATGAATATTTATGACGatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 14)
1R24talil GGATTCAATGAATATTTATGACGAatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 15)
1R26tall GGGATTCAATGAATATTTATGACGATAatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 16)

Se realizaron la PCR vy la fusién como en el ejemplo 1, a excepcién de que se utilizaron 45 ciclos, la concentracion
limitante del cebador directo fue de 0,05 uM y la concentracion del cebador Snapback inverso fue de 0,5 uM. Aunque
se utilizé una proporcién 10:1, se entiende que pueden ser adecuadas otras proporciones de cebador, tal como se
conoce en la técnica, por ejemplo, de 2:1 a 20:1, o incluso hasta, como maximo, 100:1. Para determinar el efecto de
la longitud del elemento sonda en el método de cebadores Snapback, se analizaron regiones de sondas con una
longitud entre 6 y 28 bases (figura 6A). Las curvas de fusion resultantes se muestran en la figura 6B. Las curvas de
fusién de cebadores snapback son visibles incluso con una regién de sonda con una longitud de tan solo 6 bases. La
capacidad de observar las transiciones de fusién de dobles cadenas de tan solo seis pares de bases fue
sorprendente. En comparaciéon con sondas no marcadas de la misma secuencia (11), las transiciones de fusion
parecen estabilizarse en 5-10C 0 méas. La comparaci én de la fusién utilizando un amplicon generado a partir de un
cebador directo 1F y el cebador Snapback inverso 1R26tail frente a la fusién utilizando una sonda no marcada que
tenia la misma secuencia que elemento sonda 1R26tail confirmé una estabilizacion de aproximadamente 10°C
debido a la hibridacion intramolecular. Se ha observado que la estabilizaciéon es incluso superior para cebadores
snapback con elementos sonda mas cortos que dan lugar a dobles cadenas cortas en horquilla. Por ejemplo, la Tf de
una doble cadena Snapback de 6 pb era 40°C superior y la doble cadena Snapback de 8 pb era 35°C superior, que
la prevista por el andlisis de vecinos mas préximos. La relacion lineal ente la longitud de las dobles cadenas y la Tf
mostrada en la figura 6G sugiere que las temperaturas de fusion se pueden predecir de manera precisa mediante la
longitud de la doble cadena.

La Tf de la doble cadena en horquilla también se puede ajustar mediante la introduccion intencionada de errores en
el apareamiento, analogos de bases o grupos estabilizantes en el elemento sonda del cebador Snapback. Por
ejemplo, se pueden utilizar bases que dan lugar a errores en el apareamiento en la plantilla para disminuir la Tf
global de la doble cadena en horquilla. Los errores de apareamiento G:T (obtenidos mediante la sustitucion de C por
T en el elemento sonda) son particularmente atractivos, ya que reducen la Tf de la doble cadena en horquilla
mediante la alteracion de una pareja C:G estable, aunque la pareja G:T es suficientemente estable que no disminuye
de manera significativa la fluorescencia del colorante saturante. Los errores de apareamiento también se pueden
utilizar para enmascarar variantes de secuencias que, en el mejor de los casos, son ignoradas, tales como
polimorfismos benignos. (26). Si se desea una mayor estabilizacion de la doble cadena en horquilla, se pueden
incluir acidos nucleicos bloqueados en elemento sonda, o se puede unir un enlazador al surco menor para
incrementar la temperatura de fusion.

Se seleccionaron las regiones de sonda de 8, 14, 20 y 24 pb para el genotipado de SNP. Se formaron heterocigotos
mezclando los plasmidos apropiados en una proporcién 1:1. Los resultados de la tipificacion de SNP se muestran en
las figuras 6C-F. El genotipado fue posible con todos los cebadores Snapback, incluyendo aquel con una longitud del
elemento sonda de tan solo 8 bases (figura 6C).

Ejemplo_4. Utilizacién de un _error_de apareamiento t erminal de 2 bases para incrementar la_sefal del
elemento sonda: efecto de la longitud del elemento sonda después de PCR asimétrica

Algunos intentos iniciales de obtener genotipos snapback a partir de ADN gendmico no funcioné particularmente
bien. Con una PCR asimétrica, parecio que se inhibia la amplificacién, con sefiales bajas apareciendo sélo después
de muchos ciclos, de manera ilustrativa 60 ciclos 0 mas. Una consideracién adicional de las cadenas mayores y
menores que se forman proporciond una posible explicacion y solucion. En la figura 7A, tanto la cadena mayor como
la cadena menor producidas después de la PCR asimétrica se muestran en conformacion Snapback. Aunque la
cadena mayor no se puede extender desde su extremo 5’, la cadena menor presenta un extremo 3’ que se puede
hibridar y formar un sustrato de polimerasa. La extension puede tener lugar desde este extremo 3’, inhibiendo el
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apareamiento del cebador y evitando la formacion de la cadena mayor. Una solucion a este problema es desaparear
las dos ultimas bases en el extremo 5’ del cebador Snapback, de manera que no es posible la extensién desde la
cadena menor (figura 7B). Aunque se utilizan dos bases para los errores de apareamiento ilustrativos, se entiende
que un error de apareamiento de una base inhibira cierta extension y, si se desea, se pueden afiadir mas bases al
error de apareamiento. El error de apareamiento se transferira en sucesivas rondas de amplificacion.

Un error de apareamiento de 2 bases incorporado en extremo 5’ del elemento sonda de los cebadores Snapback da
lugar a sefales intensas de la fusion de la sonda. Tal como se ha dado a conocer anteriormente, dicho error de
apareamiento evita la inhibicion de la PCR que de otro modo puede tener lugar después de la extension desde el
extremo 3’ de la cadena menor durante la PCR. Se investigaron diferentes elementos sonda con diferentes
longitudes con errores de apareamiento terminales de 2 pb utilizando PCR asimétrica. Los cebadores M13 utilizados
se muestran en la tabla 2, en la que las letras mayusculas indican el elemento sonda o cola, las letras mindsculas
definen la regién cebadora especifica de plantilla, las letras minGsculas en cursiva indican las bases que no estan
apareadas a la diana y la base en negrita indica la posicion variable en la plantilla después de la formacién de la
horquilla Snapback.

Tabla 2

Nombre Cebador directo limitante (0,05 uM)
1F tcattctegttttctgaactg (SEQ ID NO: 5)

Cebador Snapback inverso (0,5 pM)
1R8tailM cCTGAATATTatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 17)
1R12tailM gtAATGAATATTTAatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 18)
1R16tailM cgTCAATGAATATTTATGatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 19)
1R20tailM tcATTCAATGAATATTTATGACatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 20)

La PCR y la fusién se realizaron como en el ejemplo 3. Se investigaron elementos sonda con longitudes 8, 12, 16 y
20 bases, cada uno con un error de apareamiento terminal de 2 bases. La figura 8A muestra los perfiles de fusion de
las derivadas después de la PCR asimétrica utilizando la plantilla “A” perfectamente apareada. Todos los maximos
de los elementos sonda son amplios y se identifican facilmente. De manera sorprendente, el area bajo el elemento
sonda de 8 bases es tan amplio como los elementos sonda con longitud mas larga.

La capacidad de obtener genotipos se muestra en la figura 8B que utiliza las plantillas “A” y “A/G” (heterocigotico). La
plantilla “A” forma un apareamiento perfecto con el elemento sonda, mientras que la plantilla “G” forma un error de
apareamiento A/C, dando lugar a un méaximo de fusion 6-8°C por debajo del apareamiento perfecto.

Se amplificaron por PCR cien muestras clinicas tipificadas previamente en una placa de 384 pocillos y se fundieron
enun LightScanner® (Idaho Technology) de 384 pocillos. Se utilizé un cebador Snapback con un elemento sonda de
16 bases y un error de apareamiento en el extremo 5 de dos bases en una PCR asimétrica, produciendo un
producto de PCR de 169 pb y una horquilla con una bucle de 99 bases. Después de la normalizacion y la resta del
ruido de fondo de la region de doble cadena en horquilla, las curvas se mostraron en una representacion de derivada
negativa y se agruparon automaticamente. El elemento sonda presenta un error de apareamiento G:T en el alelo
mutante. La figura 7C muestra que los genotipos son facilmente diferenciables. El genotipo de todas las muestras en
la figura 7C concordaba con los genotipos que se determinaron previamente mediante fusion de alta resolucion de
amplicones pequefios.

Ejemplo 5. Influencia de la longitud del amplicon en la sefial del cebador Snapback con un error de
apareamiento de dos bases en el extremo 5’ del elem  ento sonda utilizando PCR asimétrica.

Se utilizé un cebador Snapback que tenia un error de apareamiento terminal de dos bases, como en el ejemplo 4,
para estudiar amplicones de diferentes longitudes. La distancia desde el cebador snapback hasta el sitio del SNP se
mantuvo constante (la estructura secundaria del bucle permanece igual), mientras que se varié la longitud del
amplicén. Se realiz6 una PCR asimétrica como en el ejemplo 3. Los cebadores M13 utilizados se muestran en la
tabla 3, en la que las letras mayuUsculas indican el elemento sonda o cola, las letras mintsculas definen la region
cebadora especifica de plantilla, las letras minUsculas en cursiva indican las bases que presentan un error de
apareamiento con la diana y las bases en negrita indican la posicion variable en la plantilla después de la formacion
de la horquilla Snapback.
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Tabla 3

Nombre Cebador directo limitante (0,05 M)
1F tcattctcgttttctgaactg (SEQ ID NO: 5)
2F gcaatccgctttgcettctga (SEQ ID NO: 21)
3F gatatttgaagtctttcggg (SEQ ID NO: 22)
4F gttggagtttgcttccggte (SEQ ID NO: 23)
5F atgacctcttatcaaaagga (SEQ ID NO: 24)

Cebador Snapback inverso (0,5 pM)
1R22tailM tcGATTCAATGAATATTTATGACGatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 25)

El disefio experimental se representa en la figura 9A. En todos los casos, el cebador Snapback es el mismo,
formando de este modo el mismo tamafio de bucle cuando el elemento sonda se aparea con el amplicén, con el
mismo error de apareamiento de 2 pb en el extremo 5. Sin embargo, la longitud del amplicén varia de 120 pb a 321

pb.

Los resultados se muestran en la figura 9B. Cuanto mas largo es el amplicon, mas pequefio es el tamafio de la sefial
del elemento sonda en comparacién con la sefial del amplicén. Es decir, amplicones mas cortos daran lugar, en
general, a sefales relativas mas intensas de los elementos sonda.

Ejemplo 6. Efecto de la longitud del bucle en la sefia | del elemento sonda.

Se investigo el efecto de las diferentes longitudes de los bucles variando la distancia entre el cebador Snapback y el
locus del que se desea informacion. Se realiz6 una PCR asimétrica como en el ejemplo 3. Los cebadores M13
utilizados se muestran en la tabla 4, en la que las letras mayusculas indican la cola del elemento sonda, las letras
minusculas definen la region cebadora especifica de plantilla y las bases en negrita indican la posicion variable en la
plantilla después de la formacion de la horquilla Snapback. En este caso, no se utilizaron errores de apareamiento
en 5’ de 2 pb adyacentes al elemento sonda.

Tabla 4

Nombre Cebador directo limitante (0,05 pM)
1F tcattctegtttictgaactg (SEQ ID NO: 5)

Cebador Snapback inverso (0,5 pM)
OR24tall GGATTCAATGAATATTTATGACGACcgtccaatactgcggaa (SEQ ID NO: 26)
1R24tail GGATTCAATGAATATTTATGACGAatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 15)
2R24tail GGATTCAATGAATATTTATGACGAaaaatagcgagaggcttttgc (SEQ ID NO: 27)
3R24tail GGATTCAATGAATATTTATGACGAtaagagcaacactatcataa (SEQ ID NO: 28)
4R24tall GGATTCAATGAATATTTATGACGAaatgcagatacataacgcca (SEQ ID NO: 29)
5R24tail GGATTCAATGAATATTTATGACGAacaacattattacaggtaga (SEQ ID NO:30)

El disefio experimental se representa en la figura 10A. Las posiciones relativas de los cebadores antes de la PCR se
indican en la parte superior. La PCR vy la fusion se realizaron como en el ejemplo 3. La conformacién de bucle del
cebador Snapback extendido después de la PCR asimétrica se muestra en la parte inferior de la figura 10A. El
tamafio del bucle variaba de 17 a 236 pb.

Las curvas de fusion derivadas de los seis productos diferentes se muestran en la figura 10B. Cabe indicar que la Tf
para el amplicén de longitud completa esta directamente relacionada con el tamafio del amplicon. Con respecto a la
fusién de la cola de la sonda Snapback en que todas las colas de las sondas tenian el mismo tamarfio, los bucles
mas pequefios dieron lugar a temperaturas de fusion mas elevadas, indicando que la estabilizacion de la hibridacién
intramolecular estd inversamente relacionada con el tamafio del bucle, como minimo, entre 17 y 236 bases. La
relacion inversa parece ser logaritmica ente 17 y 150 bases, siendo la Tf inversamente proporcional al logaritmo del
logaritmo del tamafio. El impedimento estérico puede convertirse en un problema con los bucles que son mas
pequefios de 17 bases, pero esto no es probablemente un problema en la mayoria de los casos, ya que el tamafio
minimo del bucle esta generalmente dictado por el tamafio del cebador. La intensidad de la sefial de los cebadores
Snapback que forman bucles mas grandes se puede disminuir en relaciéon a la sefial de amplicén, tal como se
observa en el ejemplo 5 y con sondas no marcadas (11). Por ejemplo, la curva de fusion con un bucle con una
longitud de bucle de 236 pb (5R) es débil. Con este amplicon ilustrativo, las mejores sefiales se obtuvieron con
tamanos de bucles entre 17 y 177 bases, y se espera que se obtengan buenas sefiales con bucles de menos de 200
bases. Dado que es preferente una estabilizacion del elemento sonda y amplias sefiales relativas, se espera que
tamafos de bucles entre 20 y 50 base funcionen bien.
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Ejemplo 7. Genotipado de todas las posibles variante s de una Unica base con un cebador snapback.

Se utilizé un Unico cebador Snapback para amplificar varias plantillas de plasmidos para demostrar que la forma de
la curva de fusion del elemento sonda depende de la secuencia amplificada. Se utilizaron cuatro plasmidos M13
diferentes como diana, en los que cada plasmido diferia Gnicamente en una posicién con una A, C, G, o T. En este
ejemplo, para simular el genotipado de homocigotos, se utilizd s6lo un plasmido apareado o con error de
apareamiento, mientras que para simular heterocigotos se utilizaron dos plasmidos mezclados en proporciones
iguales. Se realizd6 una PCR asimétrica como en el ejemplo 3. Los cebadores M13 utlizados son 1F
tcattctegttttctgaactg (SEQ ID NO: 5) y 1R22Tmis10 tcATTCAATGAATATTTATGACGAatgtttagactggatagegt (SEQ 1D
NO: 31), en los que las letras mayuUsculas indican el elemento sonda o cola, las letras minlUsculas definen la region
cebadora especifica de plantilla, las letras minGsculas en cursiva indican las bases que presentan un error de
apareamiento con la diana y las bases en negrita indican la posicion variable en la plantilla después de la formacion
de la horquilla Snapback. El producto de PCR presentaba una longitud de 120 pb.

Utilizando un cebador Snapback con una “A” en la posicién variable, se investigaron todas las posibles plantillas
apareadas, parcialmente apareadas y completamente desapareadas. Con plantillas homocigoéticas, se formaron una
doble cadena apareada y tres dobles cadenas con errores de apareamiento (figura 11A), mostrando todas
transiciones de fusién Unicas. En la transicion del amplicén, los productos de PCR de G y C son ligeramente mas
estables que los productos de PCR de Ay T. La transicion del elemento sonda es mas estable con un apareamiento
A.T, seguido de un error de apareamiento A:G, un error de apareamiento A:A y finalmente un error de apareamiento
A:C.

La figura 11B muestra la plantilla apareada junto con los tres homocigotos parcialmente apareados. Como en la
figura 11A, la plantilla apareada muestra un Gnico maximo de fusion del elemento sonda alrededor de 68°C. Los tres
heterocigotos muestran maximos compuestos de la fusién de los elementos sonda con un alelo apareado y el otro
con error de apareamiento, normalmente separandose en dos maximos distintos, uno méaximo alrededor de 68°C y el
otro maximo dependiendo del error de apareamiento concreto.

La figura 11C muestra la plantilla apareada junto con tres heterocigotos con ambos alelos con error de
apareamiento. La doble cadena apareada es mas estable, mientras que los heterocigotos con error de apareamiento
forman dobles cadenas menos estables con el elemento sonda. Cada heterocigoto se funde en una transicion amplia
claramente Unica compuesta de dos componentes con error de apareamiento que no se separan en maximos
distintos.

Ejemplo 8. Efecto de la posicion del error de apaream  iento en el elemento sonda de cebadores Snapback

Se utilizaron cebadores Snapback con diferentes elementos sonda para amplificar la misma secuencia diana. Los
elementos sonda se disefiaron para colocar la base variable en diferentes posiciones a lo largo del elemento sonda,
con el amplicon de la misma longitud. La longitud del elemento sonda fue de 22 bases, con la base variable colocada
en la posicion 2, 8, 14, 6 20, dando lugar a longitudes de bucle de 26 a 44 bases y un tamafio de amplicon de 120
pb. Aunque las longitudes de los bucles variaban hasta una diferencia maxima de 18 bases, esto so6lo deberia
afectar a la Tf absoluta y no la capacidad de diferenciar homocigotos de heterocigotos. Se realiz6 una PCR
asimétrica como en el ejemplo 3. Los cebadores M13 utilizados se muestran en la tabla 5, en la que las letras
mayusculas indican el elemento sonda o cola, las letras minUsculas definen la regiéon cebadora especifica de
plantilla, las letras minusculas en cursiva indican las bases que presentan un error de apareamiento con la diana y
las bases en negrita indican la posicion variable en la plantilla después de la formacion de la horquilla Snapback.

Tabla 5
Nombre Cebador directo limitante (0,05 pM)
1F tcattctegttttctgaactg (SEQ ID NO: 5)

Cebador Snapback inverso (0,5 pM)

1R22Tmis2 acAATATTTATGACGATTCCGCAGatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 32)
1R22Tmis8 gcTCAATGAATATTTATGACGATTatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 33)
1R22Tmis14 CtGGGGATTCAATGAATATTTATGatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 34)
1R22Tmis20 agTTTGAGGGGGATTCAATGAATAatgtttagactggatagcgt (SEQ ID NO: 35)

Tanto la plantilla “A” homocigoética como la plantilla “A/G” heterocigética se amplificaron por separado a efectos de
analizar la capacidad de detectar heterocigotos bajo diferentes posiciones del elemento sonda. Cuando la base
variable se colocé préxima a cualquiera de los extremos de la sonda en la posicién 2 6 20 de un elemento sonda de
22 bases, era dificil diferenciar heterocigotos de homocigotos (figuras 12A-B). En cambio, cuando la base variable
estaba proxima al centro en las posiciones 8 6 14, los heterocigotos se identificaron facilmente (figuras 12C-D).
Estos resultados sugieren que en condiciones similares a los de este ejemplo, la sonda deberia estar préxima al
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centro de la region de la variacion de secuencia si se desea una discriminacion Optima. Las variaciones de
secuencia proximas a cualquiera de los extremos del elemento sonda pueden no ser detectadas.

Ejemplo 9. Genotipado de la mutacién G542X de fibros s quistica con cebadores Snapback.

El genotipado con cebadores Snapback se realiz6 para la mutacion G542X de CFTR, un Gnico cambio de base de G
a T en el exon 11. Las muestras genotipadas de ADN gendmico humano se obtuvieron del Coriell Institute for
Medical Research (Camden, NJ) y se utlizaron a 50 ng/ul en la PCR. El cebador directo limitante fue
tgtgcctttcaaattcagatty (SEQ ID  NO: 36) (0,05 puM) y el cebador snapback inverso fue
CtGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAcagcaaatgcttgctagacc (SEQ ID NO: 37) (0,5 uM). La secuencia del elemento
sonda se apare6 con la secuencia diana de tipo natural. El tamafio del amplicon fue de 228 pb. La PCR se realizd
como en el ejemplo 3, a excepcion de que se realizd una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 20 s, la
temperatura de apareamiento fue de 53°C, se realizaron 55 ciclos, y el andlisis de fusion se realiz6 a 0,2°C/s desde
55 a 88°C. El tamafio del bucle del cebador Snapback fue de 88 bases y elemento sonda tenia 24 bases.

El genotipado resultante con cebadores snapback se muestra en la figura 13. Las curvas de fusién derivadas se
muestran con el maximo de fusion del amplicon a temperatura mas elevada en la derecha y los maximos del
elemento sonda a temperatura inferior en la izquierda. La fusién del elemento sonda de la plantilla con error de
apareamiento tiene lugar a aproximadamente 63°, mientras que la plantilla apareada se funde a aproximadamente
68°C. Los tres genotipos son faciles de discernir.

Ejemplo 10. Genotipado de las variantes de secuencia (F508del, F507del, y F508C) del ex6n 10 de la fibr osis
quistica con cebadores snapback.

El genotipado con cebadores Snapback se realizé en las mutaciones clave en el exén 10 de CFTR, que incluyen
F507del, F508del, y F508C. Las muestras genotipadas de ADN genémico humano se obtuvieron del Coriell Institute
for Medical Research (Camden, NJ) y se utilizaron a 50 ng/ul en la PCR. El cebador directo limitante fue
acttctaatgatgattatggg (SEQ ID NO: 38) (0,05 pupM) y el cebador snapback inverso fue
tcAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGacatagtttcttacctcttc (SEQ ID NO: 39) (0,5 pM). La secuencia del
elemento sonda se apare6 con la secuencia de tipo natural. El tamafio del amplicén fue de 231 pb y el tamafio del
bucle del cebador Snapback fue de 58 bases.

Las curvas de fusion resultantes del elemento de sonda con cebadores Snapback se muestran en las figuras 14A-B,
como representaciones de la curva de fusién derivada (figura 14A) y de la curva de fusion normalizada (figura 14B).
La fusion del elemento sonda de la plantilla de tipo natural tiene lugar a aproximadamente 72°C, mientras que las
plantillas con errores de apareamiento funden a temperaturas inferiores, teniendo cada genotipo una curva de fusién
caracteristica. Todos los genotipos son faciles de diferenciar.

Ejemplo 11. Genotipado de miiltiples locus con cebado res Snapback bilaterales.

El genotipado Snapback se puede multiplexar a lo largo del eje de la temperatura de manera similar a otras técnicas
de fusion (9). Por ejemplo, se pueden utilizar dos 0 mas grupos de cebadores (cada uno con un cebador Snapback)
para amplificar y genotipar multiples locus, de manera ilustrativa teniendo todos los alelos separados en la
temperatura de fusién con sus respectivos elementos sonda. De manera alternativa, se pueden genotipar multiples
locus en un amplicon con amplificacion utilizando dos cebadores Snapback o un cebador Snapback y una sonda no
marcada, cada una puede obtener informaciéon de mas de un locus mediante la formacién de bucles en la plantilla
entre las regiones constantes (13).

Cuando se utilizan dos cebadores Snapback para amplificar un Unico acido nucleico diana, de manera ilustrativa, se
puede utilizar una PCR simétrica para dar lugar a una concentracién suficiente de ambos productos de cadenas. En
el presente ejemplo, el gen de CFTR se amplificd utilizando una PCR simétrica, con cada cebador a 0,5 pM. Los
cebadores incluian un error de apareamiento en el extremo 5’ de dos bases y un elemento sonda con 17 bases
(Snapback 1) o con 28 bases (Snapback 2) que producia un producto PCR de 249 pb del exén 10 de CFTR con
bucles en horquilla de 69 y 66 bases, respectivamente. Las concentraciones del ADN plantilla fueron 5 ng/pl. Se
recubrieron los volimenes de reaccion de 2 pl en una placa de 96 pocillos fueron recubiertos con 10-15 pl de aceite
mineral (Sigma), se centrifug6 la placa (1500 g durante 3-5 min), y se realiz6 la PCR en un ciclador térmico PTC-200
(Bio-Rad). Se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C durante
15 segundos, 55°C durante 10 segundos y 72°C durante 15 segundos.

Dado que la formacién de amplicén de longitud completa de doble cadena es una reaccion intermolecular que

depende de la concentracion y la formacién de bucles en horquilla Snapback es una reaccién intramolecular que es,
en general, independiente de la concentracion, la dilucion del producto de PCR favorecera la formacion de bucles
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Snapback, en comparacion con el mismo producto de PCR no diluido. De este modo, en este ejemplo ilustrativo,
después de la PCR, las muestras de CFTR se diluyeron con agua (18 pl para una dilucion de 10 veces), se
centrifugaron, se calentaron hasta 95°C (por encima de la temperatura de fusion para el amplicon de longitud
completa) en un LightScanner®, se extrajeron del instrumento para un enfriamiento por debajo de 40C (temperatura
ambiente, que estd por debajo de la temperatura de fusion de las horquillas de este ejemplo), seguido de la
obtencién de fluorescencia durante el calentamiento a 0,15C/s en un LightScanner®. Se ha descubierto que el
calentamiento y el enfriamiento, de manera ilustrativa el enfriamiento rapido (de manera ilustrativa, como minimo,
2Tls, y de manera mas ilustrativa, como minimo, 5° C/s), posterior a la diluciéon y anterior a la fusion con obtencién
de fluorescencia, producian una buena sefial a partir de las horquillas Snapback. Sélo se observaron transiciones de
fusion débiles de horquillas en PCR simétrica (i) sin dilucién o (ii) con dilucién y sin calentamiento y enfriamiento
antes de la obtencién de fluorescencia durante la fusién. Se entiende que se pueden utilizar otros métodos para
favorecer la formacién de bucles intramoleculares Snapback, tales como con el ajuste del pH.

El Snapback 1 cubria las variantes F508del, 1507del, F508C, e 1506V con transiciones de fusién entre 46-60<C. El
Snapback 2 mas largo cubria la variante Q493X y fundia entre 66 y 72<. Los datos se muestran en la figura 15
como una representacion de la derivada negativa después de la normalizacion y la resta del ruido de fondo. Se
podian diferenciar el tipo natural (circulos), el heterocigoto compuesto F508del/Q493X (diamantes pequefios
conectados), heterocigoto 1506V (diamantes pequefios), heterocigoto F508C (cuadrados pequefios), heterocigoto
I507del (cuadrados grandes), heterocigoto F508del (diamantes grandes conectados), y homocigoto F508del
(cuadrados conectados).

Aunque en este ejemplo se utilizé una dilucién de diez veces, se entiende que se pueden utilizar otras proporciones
de dilucién dependiendo del grado de minimizacién deseado de la sefial del amplicén del longitud completa. Si sélo
se desea un genotipado, puede ser apropiada una dilucién mayor, mientras que si se desean tanto el genotipado
como el rastreo, puede ser apropiado una dilucién menor. De manera alternativa, la muestra se puede fundir para el
rastreo sin dilucién y a continuacion fundirse de nuevo después de la dilucion para el genotipado. Ademas, aunque el
producto de amplificacion PCR se diluyé en este ejemplo, puede ser posible obtener un resultado similar deteniendo
la amplificacion de PCR antes de la fase de estabilizacion, limitando de este modo la cantidad de amplicon de
longitud completa, con una concentracién resultante inferior del amplicén.

Se han demostrado métodos adicionales para favorecer la formacién de bucles Snapback sobre dobles cadenas del
amplicon de longitud completa después de PCR simétrica. Por ejemplo, esta formacion de horquillas se puede
favorecer mediante un enfriamiento rapido después de la desnaturalizacién. Esto se puede conseguir en capilares en
el LightCycler mediante el enfriamiento a una velocidad programada de -20C/s y también se ha observado a
-10C/s y -5C/s. De manera alternativa, se puede o btener un enfriamiento rapido suficiente para favorecer las
horquillas mediante en enfriamiento en termocicladores en bloque, tales como el MJ PTC-200, en los que las
muestras desnaturalizadas se enfriaron por de debajo de 35 en 60 segundos. La formacion de horquillas después
de la desnaturalizacion se puede favorecer de manera elevada mediante el enfriamiento de muestras
desnaturalizadas en capilares mediante su inmersion en agua helada, en la que se puede obtener una temperatura
inferior a 5°C en menos de 2 segundos. Si las muestras se enfrian rapidamente, no requieren necesariamente
diluirse después de PCR simétrica, dependiendo de las cantidades deseadas de horquilla y doble cadena de
amplicén de longitud completa.

Un pH elevado, de manera ilustrativa desde pH 8,5 a 11,0, también favorece la formacion de horquillas sobre los
amplicones de doble cadena de longitud completa. La PCR se puede realizar a pH elevado, o el pH se puede
incrementar después de la PCR, de manera ilustrativa mediante la adicién de una solucién diluida de NaOH o un
tampon de pH elevado. Por ejemplo, la formacién de horquillas esta favorecida después de la amplificaciéon de PCR
en tampones de AMP (aminometil propanol) de pH 8,9 a 10,8. De manera alternativa, la PCR se puede realizar en
tampon Tris 10 mM, pH 8,5, y afiadiendo tampones AMP 10 mM entre pH 9 y 1 después de la PCR para hacer que
la solucién sea mas basica. EI NaOH no tamponado diluido también se puede afiadir directamente, por ejemplo, se
pueden afiadir 1-9 pl de NaOH 0,01 M a los productos de reaccion de una PCR de 10 pl tamponados con Tris 10
mM, pH 8,5. En resumen, el producto de amplificacién se puede ajustar mediante la combinacién de uno o mas de
los siguientes puntos para favorecer la formacién de horquillas durante la hibridacién intermolecular: 1)
concentracion de producto inferior, de manera ilustrativa obtenida mediante la limitaciéon de la cantidad de producto
PCR producido (niumero bajo de ciclos o concentraciones de cebador bajas), 0 mediante la dilucién después de la
PCR; 2) enfriamiento rapido después de la desnaturalizacion; y 3) pH elevado (de manera ilustrativa 8,5-11,0)
obtenido mediante el desarrollo de la PCR a pH elevado o mediante la adicién de una solucién basica después de
completar la PCR.

Ejemplo comparativo 12. Cebadores Snapback como dador es de transferencia de energia para genotipado
multicolor.

Seria posible incluso un multiplexado mayor si se pudieran “colorear” diferentes elementos sonda con diferentes
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fluoréforos. Esta estrategia se ha observado con iIFRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
inducida), en la que una solucién de un colorante de dsADN (SYBR Green 1) en presencia de una doble cadena de
ADN proporciona una fluorescencia dadora a un colorante aceptor unido covalentemente a una cadena de la doble
cadena (14).

Para demostrar la transferencia de energia por resonancia y la viabilidad del multiplexado de colores con cebadores
snapback, se comparé un cebador Snapback con un colorante LCRed640 (Roche Diagnostics) unido
covalentemente al extremo 5’ con una sonda marcada en 5 de la misma secuencia. Para la amplificacion de
Snapback, la secuencia del cebador directo fue 1F (tcattctcgttttctgaactg (SEQ ID NO: 5)) y la del cebador Snapback
fue Red640-GGATTCAATGAATATTTATGACGAatgtttagactggatagegt (SEQ ID NO: 15). Para la reaccion con sonda
marcada utilizada como control, el cebador directo fue de nuevo 1F, el cebador inverso fue 1R (atgtttagactggatagcgt
(SEQ ID NO: 40)) y la sonda marcada fue Red640-GGATTCAATGAATATTTATGACGA-P (SEQ ID NO: 41), en la
gue "P" es un 3'-fosfato. La PCR se realizé en presencia de 0,5 veces LCGreen Plus tal como se ha descrito en ele
ejemplo 3, a excepcion de que la temperatura de extension fue de 74C, se realizaron 50 ciclos, la con centracion del
cebador directo fue de 0,1 uM, la concentracién del cebador inverso (Snapback o normal) fue de 0,5 uM, y la de la
sonda marcada (si estaba presente) fue de 0,5 uM. El andlisis de fusién se realiz6 en el LightCy(:Ier® en el canal F2
(LCRed640) a 0,2°C/s desde 50 a 87<C.

La figura 16 muestra representaciones de la derivada de la fusion en el canal LCRed640 que muestran la
transferencia de energia por resonancia entre LCGreen Plus y LCRed640 unido covalentemente. Las transiciones de
fusion de LCRed640 son calaras utilizando cebadores Snapback o sondas marcadas, aunque el bucle intramolecular
estabiliza las dobles cadenas Snapback en aproximadamente 9T en relacién a la doble cadena intermolecu lar.
Mediante el marcaje de diferentes cebadores Snapback con diferentes fluoréforos que son excitados por el mismo
colorante de dsADN (por ejemplo, LCGreen Plus), se puede conseguir el multiplexado de colores. Se utilizan
técnicas de compensacion del color, de manera preferente métodos que justifican el efecto de la temperatura en la
interferencia entre canales (9), para deconvolucionar la sefial espectral compleja en componentes individuales.

En la figura 16, la reaccién de control de la sonda marcada revela un maximo de fusion a 63<C, un resultado de
FRET entre LCGreen Plus unido y la sonda marcada. El cebador Snapback marcado, estabilizado en
aproximadamente 9T a partir de la unién intramolec ular, presenta una temperatura de fusién de aproximadamente
72<C.

Ejemplo 13. Genotipado Snapback combinado con rastreo de amplicones.

La amplificacion asimétrica con cebadores Snapback produce tanto una horquilla para el genotipado como un
producto de doble cadena para el rastreo de amplicones. Por lo tanto, son posibles tanto el genotipado como el
rastreo a partir de la misma curva de fusién con cebadores Snapback. En la figura 17 se muestra un esquema para
dicho método. Dado que el genotipado Snapback se realiza normalmente con PCR asimétrica, la sefial de amplicon
no es tan intensa como con amplificacion simétrica, y la precision del rastreo de heterocigotos es actualmente
desconocida. No obstante, el potencial para cribar mutaciones y variantes de secuencia especificas de un genotipo
en un proceso es atractivo y puede eliminar potencialmente el 99% de la carga de secuenciacion en el analisis del
gen completo. Cualquier diferencia de secuencia en la secuencia entre los cebadores desvia la transicion de fusion
del amplicén a temperaturas inferiores debido a las dobles cadenas heter6logas formadas. Ademas, con horquillas
Snapback, se pueden identificar de manera definitiva variantes habituales bajo el elemento sonda. Las variantes
homocigéticas también se identifican mediante el elemento sonda, pero no pueden alterar la fusion del amplicén.
Finalmente, si la transicion del amplicon indica una variante heterocigética, pero la transicién snapback es normal, se
sugiere una variante rara o nueva fuera de la region sondada y puede requerir la secuenciacion para la
identificacion.

Como alternativa a la PCR asimétrica, se pueden realizar el rastreo y el genotipado en dos etapas utilizando un
cebador Snapback y una PCR simétrica, con y sin dilucién. Tal como se ha descrito anteriormente, la PCR simétrica
hasta la fase de estabilizacion favorece la formacion de amplicén de doble cadena de longitud completa, mientras
que la dilucién favorece la formacion de bucles Snapback. Los cebadores fueron tctcagggtattttatgagaaataaatgaa
(SEQ ID NO: 42) y gtAAGGAGGAACGCTCTATCtcctcacaataataaagagaaggca (SEQ ID NO: 43) y se amplificé un
producto de PCR de 211 pb que incluia el exén 4 de CFTR. El bucle de la horquilla fue de 46 bases con una longitud
de la doble cadena de la horquilla de 18 pb. La PCR se realiz6 como en el ejemplo 11, a excepcién de que se
utilizaron volimenes de 5 pl con Mg™ 2 mM y 0,25 pM de cada cebador. El ciclado de temperatura incluia una
desnaturalizacion inicial de 95 durante 5 min, se guido de 36 ciclos de 95T durante 30 s, 62T duran te 10 s, y
72<C durante 30 s. La obtencion de curvas de fusion para el rastreo fue de 60 a 95T antes de cualquie r adicién o
dilucion. La figura 18A muestra las curvas de fusion para rastreo de varias muestras de tipo natural y un heterocigoto
individual R117H resultante de un cambio de base G a A. El heterocigoto individual R117H es claramente visible, lo
cual indica que se pueden utilizar dichas curvas de fusion simétricas sin diluciéon para el rastreo. La figura 18B
muestra una representacion de la derivada del mismo producto de amplificacién posterior a la diluciéon con 45 pl de
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agua (una dilucion de 10 veces) y el calentamiento y el enfriamiento tal como se ha descrito anteriormente antes de
la obtencién de datos de la fusién. De nuevo, el heterocigoto R117H es facilmente distinguible para la identificacién
especifica mediante genotipado con cebadores Snapback. Aunque en ambas curvas se observa el mismo
heterocigoto, esto demuestra que es posible rastrear y genotipar con la misma amplificacién de PCR utilizando un
cebador Snapback.

Ejemplo 14. Obtencion de haplotipos con cebadores Sna  pback.

Mediante la combinacién de la amplificacion especifica de alelo con el genotipado con cebadores Snapback, se da a
conocer un método sencillo para la obtencién de haplotipos. Se consideran dos locus genéticos, A y B, cada uno con
dos alelos, Al, A2,y B1, B2. Se disefia el elemento cebador de un cebador snapback para que se aparee al locus A
y se disefia el elemento cebador del cebador Snapback para que se aparee al locus B, con el segundo cebador
disefiado para flanquear el locus B, de manera que el locus B es amplificado por los dos cebadores. Si el cebador
Snapback se disefia s6lo para extender el alelo 1 del locus A (de manera ilustrativa colocando el extremo 3’ en la
posicion variable del locus A), entonces el tipo de locus B identificado mediante la fusion del elemento sonda se
debe asociar con (el mismo haplotipo que) el alelo Al. De este modo, si el elemento sonda extiende Al, el elemento
sonda se aparea con B1, y la curva de fusién de la sonda indica un apareamiento, esta presente un haplotipo A1B1.
Si la curva de fusién de la sonda indica un error de apareamiento, esta presente un haplotipo A1B2. Si el elemento
cebador extiende A2, el elemento sonda se aparea con B1, y la curva de fusion de la sonda indica un apareamiento,
esta presente un haplotipo A2B1. Si la curva de fusion de la sonda indica un error de apareamiento, esta presente un
haplotipo A2B2.
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<223> region de unidn de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 29
ggattcaatgaatatttatg acgaaat gca gat acat aac gcca 44

<210> 30

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_binding

<222> (1)..(24)

<223> regién de unién de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 30
ggattcaaty aatatttatg acgaacaaca ttattacagg taga 44

<210> 31

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(24)

<223> regién de unién de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 31
tcattcaatg aatatttatg acgaatgttt agactggata gegt 44

<210> 32

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(24)

<223> regiodn de unidn de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 32
acaatattta tgacgattcc gcagatgtit agactggata gegt 44

<210> 33

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2) error de apareamiento
<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(24)

<223> region de unidn de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 33
gctcaatgaa tatttatgac gattatgttt agactggata gegt 44

<210> 34

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> regién de unién de la sonda para el cebador Snapback

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(24)

<223> region de unidn de la sonda para el cebador Snapback
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<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 34
ctggggattc aatgaatatt tatgatgttt agactggata gegt 44

<210> 35

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(24)

<223> regién de unién de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (25)..(44)

<400> 35
agtttgaggg ggattcaatg aataatgtit agactggata gcgt 44

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind
<222>(1)..(22)

<400> 36
tgtgcctttc aaattcagat tg 22

<210> 37

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> contiene varias secuencias de gen de CFTR de Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(26)

<223> regiodn de unidn de la sonda para el cebador Snapback
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<220>
<221> primer_bind
<222> (27)..(46)

<400> 37
ctgaaagac aatatagttct tggagacagc aaatgcttgc tagacc 46

<210> 38

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind
<222>(1)..(21)

<400> 38
acttctaatg atgattatggg 21

<210> 39

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> contiene varias secuencias de gen de CFTR de Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(30)

<223> region de unidn de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (31)..(50)

<400> 39
tcaatatcat ctttggtgttt tcctatgatg acatagtttc ttacctcttcc 50

<210> 40

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para el plasmido artificial

<220>
<221> primer_bind
<222>(1)..(20)

<400> 40
atgtttagac tggat agcgt 20

<210>41

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> sonda para plasmido artificial

<220>

<221> misc_binding
<222> (1)..(24)
<223> probe

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> unido a fluoréforo

<400> 41
ggattcaatg aatatttatg acga 24

<210> 42

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> primer_bind
<222>(1)..(30)

<400> 42
tctcagggta ttttatgagaaataaatgaa 30

<210> 43

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> contiene varias secuencias de gen de CFTR de Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> error de apareamiento de dos bases

<220>

<221> misc_binding

<222> (3)..(20)

<223> regiodn de unidn de la sonda para el cebador Snapback

<220>
<221> primer_bind
<222> (21)..(45)

<400> 43
gtaaggagga acgctctatc tcct cacaat aataaagaga aggca 45
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REIVINDICACIONES

1. Método para el andlisis de acidos nucleicos que comprende las etapas de

mezclar un acido nucleico diana con un primer cebador y un segundo cebador para formar una mezcla, estando los
cebadores configurados para amplificar el acido nucleico diana, en el que el primer cebador comprende un elemento
sonda especifico para un locus del acido nucleico diana y una regién cebadora especifica de plantilla, en el que el
elemento sonda se encuentra en 5’ de la regidn cebadora especifica de plantilla, y en el que el primer cebador es un
oligonucleétido que no presenta ningun colorante ni inhibidor unido covalentemente;

amplificar el acido nucleico diana para generar un amplicén,

permitir que el elemento sonda se hibride al locus para formar una horquilla, y

generar una curva de fusion para el elemento sonda midiendo la fluorescencia de un colorante que une los dsADN
cuando se calienta la mezcla, en el que el colorante no esta unido covalentemente al primer cebador.

2. Método, segun la reivindicacién 1, en el que el primer cebador se suministra a una concentracion superior a la del
segundo cebador para la amplificaciéon asimétrica.

3. Método, segun la reivindicacién 1, en el que el primer cebador comprende ademas una regién 5’ con error de
apareamiento del elemento sonda.

4. Método, segun la reivindicacion 1, en el que el primer cebador no presenta un bloqueador de extension.

5. Método, segun la reivindicacién 1, en el que el primer y segundo cebadores son suministrados esencialmente a la
misma concentracion, y en el que el segundo cebador comprende un elemento sonda especifico para un segundo
locus del acido nucleico diana y una region cebadora especifica de plantilla, en el que el elemento sonda del
segundo cebador se encuentra 5’ de la regién cebadora especifica de plantilla.

6. Método, segun la reivindicacion 5, que comprende ademas la etapa de diluir el amplicon antes de la generacion
de una curva de fusién.

7. Método, segun la reivindicacion 1, en el que la horquilla presenta un bucle de entre 20 y 50 bases.

8. Método, segun la reivindicacion 1, en el que elemento sonda es inferior a 10 bases.

9. Método, segun la reivindicacion 1, en el que el locus presenta un polimorfismo de un solo nucleétido conocido y el
polimorfismo de un solo nucleétido esta localizado no mas préximo de 8 bases desde un extremo del elemento
sonda.

10. Método, segun la reivindicacion 1, en el que

el acido nucleico diana comprende ademas un segundo locus, y

la region cebadora especifica de plantilla del primer cebador esta configurada para amplificar el acido nucleico diana
sélo si esta presente un alelo concreto del segundo locus.

11. Método, segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de analizar la forma de la curva de fusién.

12. Método, segun la reivindicacién 1, en el que la mezcla se ajusta para favorecer la formacién de horquillas en el
elemento sonda antes de la generacion de la curva de fusion.

13. Método, segin la reivindicacién 1, en el que la amplificacion se termina antes de alcanzar la fase de
estabilizacion, para limitar la concentracion de amplicén.

32



ES 2386487 T3

Fig. 1
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