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DESCRIPCION
Procedimiento para predecir el color del iris

La presente invencion se refiere al campo de la genética humana, mas particularmente a la prediccion del color del iris
basandose en marcadores de polimorfismo.

El color del iris humano (también denominado el color de los ojos) fue uno de los primeros rasgos humanos usados para
investigar la herencia mendeliana (Davenport y Davenport, 1907), pero ahora se considera un rasgo poligenético (Frudakis
y col., 2003; Sturm y Frudakis, 2004). La base fisica de la variacion del color del iris es la cantidad de pigmento de
melanina y el nUmero de melanosomas en la capa externa del iris (estroma iridiano anterior). Los iris marrones tienen mas
pigmento de melanina y mas melanosomas que los azules, mientras que el nimero de melanocitos es similar en iris de
ambos tipos de color (Imesch y col., 1996; Sturm y Frudakis, 2004; Wielgus y Sarna, 2005). El pigmento de melanina en
los melanosomas puede producirse en dos formas: eumelanina, una forma de color negra amarronada responsable de
colores del iris oscuros, y feomelanina, una forma amarilla rojiza de melanina (Sturm y Frudakis, 2004). El color del iris
humano permanece casi constante pasada la infancia temprana, pero puede someterse a regulacién adrenérgica pasada
la infancia y también puede cambiar debido a medicacién (Bito y col., 1997; Imesch y col., 1997). La mayoria de las
poblaciones de seres humanos en todo el mundo tienen el color del iris marrén, mientras que los colores azules y verdes
se encuentran adicionalmente en personas de descendencia europea. Esto hace que los europeos sean la poblacion
objetivo para investigar la base genética de la variacién del color del iris.

Estudios genéticos tempranos de la variacion del color del iris humano han elegido como diana dos regiones genémicas,
una sobre el cromosoma 19 (Eiberg y Mohr, 1987) y la otra sobre el cromosoma 15 (Eiberg y Mohr, 1996). La region del
cromosoma 15 también se confirmé en dos barridos del genoma basados en microsatélites independientes recientes en
gemelos (Zhu y col., 2004; Posthuma y col., 2006). Esta region aloja el gen OCA2, que representa el homdlogo humano
del sitio de dilucién de la conjuntivitis de ratén, codifica la proteina O y participa en albinismo oculocutaneo tipo Il (Ramsay
y col., 1992; Rinchik y col., 1993; Spritz y col., 1995; Brilliant, 2001). Varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
dentro de OCA2 se asociaron al color del iris en seres humanos, incluyendo dos variantes codificantes (Rebbeck y col.,
2002; Frudakis y col., 2003; Duffy y col., 2004). Recientemente, el gen OCA2 se caracterizé en mas detalle. Duffy y col.
(Duffy y col., 2007) estudiaron 71 SNP de OCA2, la mayoria de los cuales elegian como diana SNP derivados del proyecto
HapMap, en aproximadamente 3.800 gemelos, sus hermanos y padres. La asociacién mas fuerte se observo para tres
SNP del intron 1 con valores de p de 10-54 a 10-96 mientras que otros SNP de OCA2 mostraron menos asociacion (<10-
20). Sin embargo, la sefial de alta asociacion en el intrén 1 parecio extenderse en la region proximal de 5' fuera del gen
OCA2, sugiriendo variantes desconocidas localizadas fuera del gen OCA2 que determinan la variacion del color del iris en
seres humanos que no se investigaron por Duffy y col. (2007). Frudakis y col. (Frudakis y col., 2007) investigaron un total
de 395 SNP de OCA2 en dos conjuntos parcialmente solapantes de individuos e informaron de 33 SNP en asociacion con
el color del iris de los cuales seis se habian identificado previamente (Frudakis y col., 2003) y dos coincidian con SNP del
intrén 1 identificado por Duffy y col. (Duffy y col., 2007). Otros genes que participan en el color del iris incluyen MATP,
ASIP, TYRP1, CYP1A2, CYP2C8 y CYP2C9 (documento WO 2002/097047; Kanetsky y col., 2002; Frudakis y col., 2003;
Grafy col., 2005).

Sin embargo, todavia existe la necesidad de mejores marcadores para el color del iris. Tales marcadores pueden usarse
ventajosamente en investigaciones forenses y otra aplicacién de identificacion humana en la que las muestras de acido
nucleico, por ejemplo, de una escena del crimen se usan para obtener informacion sobre los sujetos que han dejado atras
este acido nucleico en el lugar del crimen. Actualmente, la identificacion humana usando marcadores de acido nucleico es
completamente comparativa y compara perfiles de marcador (huellas dactilares de ADN, perfiles de ADN) obtenidos de
muestras de la escena del crimen con aquellos obtenidos de sospechosos conocidos. Si la policia no sabe de ningun
sospechoso, no puede obtenerse el perfil y compararse con el recogido de la escena del crimen. Por consiguiente, en
tales casos, la persona que deja la muestra en la escena del crimen y que podria haber cometido el crimen no puede
identificarse usando pruebas genéticas (ADN). Similarmente, las personas desaparecidas se identifican actualmente
comparando un perfil de ADN obtenido de sus restos con el obtenido de un pariente conocido. Si no se sabe nada sobre la
persona desaparecida, no pueden identificarse parientes para la prueba genética y no esta disponible perfil de ADN para
comparacion. Si se tuvieran marcadores de acido nucleico que pudieran predecir de forma fidedigna el color de los ojos
(iris), esto ayudaria a encontrar personas desconocidas (sospechosos / personas desaparecidas) de una forma directa y
sin comparar perfiles de ADN.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los inventores han encontrado ahora varios marcadores en un area hasta ahora no investigada, la regiéon genémica 5'
proximal (fuera) del gen OCA2 y que incluye el gen HERC2 vecino directo. Esta region esta localizada sobre el
cromosoma 15 entre los pares de bases 26018062 y 26240890 (segun la version 36 de NCBI o la version 46.36h de
Homo sapiens de Ensembl). Por consiguiente, la invencién se refiere a un procedimiento para predecir el color de los ojos
de un ser humano, por ejemplo, una persona desconocida a partir de una muestra de acido nucleico / proteina ensayando
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uno o mas polimorfismos en el gen HERC2 en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo constituido por
rs916977, rs8028689, rs6497287, rs8041209, rs6497292, rs2240202, rs2346050, rs12592730, rs7183877, rs2240204,
rs8039195, rs16950979, rs16950987, rs1667394 y rs1635168 y cualquier marcador en el gen HERC2 en desequilibrio de
ligamiento genético con dichos polimorfismos.

Preferentemente, el polimorfismo es rs916977, siendo la predicciéon ojos azules si el polimorfismo tiene la secuencia de
nucledtidos CC (o GG considerando las bases complementarias), u ojos marrones si la secuencia de nucledtidos es TT (o
AA considerando las bases complementarias). Para los otros marcadores y sus alelos, la prediccion es la siguiente,
proporcionando ambos alelos de ambos cromosomas homalogos y las bases complementarias indicadas entre paréntesis:
rs8028689: CC (GG) marrdén y TT (AA) azul, rs6497287: AA (TT) azul y GG (CC) marrdn, rs8041209: AA (TT) marrén y
CC (GG) azul, rs6497292: AA (TT) azul y GG (CC) marrdn, rs2240202: AA (TT) marrén y GG (CC) azul, rs2346050: AA
(TT) azul y GG (CC) marrdn, rs12592730: AA (TT) marrén y GG (CC) azul, rs7183877: TT (AA) azul y GG (CC) marron,
rs2240204: TT (AA) marrén y CC (GG) azul, rs8039195: TT (AA) azul y CC (GG) marrén, rs16950979: AA (TT) azul y CC
(GG) marrdn, rs16950987: TT (AA) marrén y CC (GG) azul, rs1667394: TT (AA) azul y CC (GG) marrdén y rs1635168: TT
(AA) marrén y GG (CC) azul.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1. Asociacion del genoma completo para el color del iris humano en dos muestras de poblaciones
independientes de Los Paises Bajos: A) el estudio de ERF (Familia de Erasmus Rucphen) (N=192) usando
Affymetrix 250K SNPs, y B) el estudio de Rotterdam (N=481) usando Affymetric 500K SNPs teniendo en cuenta
multiples pruebas. Se nombran SNP asociados al color del iris al nivel de significancia estadistica del genoma
completo de <0,001, marcadores correspondientes entre ambos estudios estan marcados en negrita.

Figura 2. Asociacion de SNP al color del iris de la region 25-26,8 Mb del cromosoma 15 de dos estudios de GWA
independientes de Los Paises Bajos: A) el estudio de ERF (N=192), y B) el estudio de Rotterdam (N=481). Las
estadisticas de la prueba de la chi al cuadrado (eje Y) se representan frente a la distancia del mapa fisico, alineada
con SNP conocidos y genes en la region. Los genes OCA2 y HERC2 estan marcados con recuadros verdes y
azules respectivamente. La puntuacion de -log10 valores de p para cada asociacion de SNP con el color de los
ojos azul/no azul se muestra como puntos azules sin conectar, y las asociaciones de haplotipos basadas en
ventana deslizante de dos y tres SNP se representan como lineas rosas y naranjas continuas respectivamente.
Los -log 10 valores de p estan truncados en 20. Se nombran SNP que alcanzaron el nivel de significancia del
genoma completo de 0,05.

Marcadores correspondientes entre ambos estudios estan marcados en negrita.

Figura 3. Resultados de analisis del ligamiento del genoma completo para color del iris humano. Las puntuaciones
de LOD se muestran por cromosoma.

Figura 4. Oportunidades relativas (OR) para el color del iris marrén para cuatro SNP: rs11855019, rs6497268,
rs7495174 en OCA2 y rs916977 en el gen HERC2 en las poblaciones del estudio de ERF (N=2217) y de
Rotterdam (N=6056). O se derivaron usando regresién logistica (color del iris marrén y no marrén binario contra el
numero de alelos secundarios de cada SNP) en la que los cuatro SNP se ajustaron en el mismo modelo.

Figura 5. Exactitud discriminatoria y probabilidades de predicciéon del color del iris marrén usando genotipos de
cuatro SNP: rs11855019, rs6497268, rs7495174 en el OCA2 y rs916977 en el gen HERC2 en la poblacion del
estudio de ERF (N=2217) y de Rotterdam (N=6056): A) Exactitud discriminatoria para la prediccion del color del iris
marrén basandose en los cuatro SNP en diferentes conjuntos de muestras, B) Comparacion de las probabilidades
de prediccion para el color del iris marron de los cuatro SNP con los basados en rs916977 solo.

Figura 6. Distribucién de la frecuencia de alelos de rs916977 en toda Europa: A) Frecuencias de los alelos
rs916977 para 23 poblaciones europeas (incluyendo el estudio de Rotterdam) superpuestas sobre un mapa de
Europa que indica las clases de color del iris humano. Los tamafos de los graficos de sectores indican el tamafio
de muestra. B) Andlisis de autocorrelacion espacial de rs916977 en Europa considerando 23 muestras de
poblacién. La forma del autocorrelograma describe el patron geografico de las frecuencias alélicas rs916977.
Valores de | de Moran positivos son distancias cortas y negativos para distancias geograficas grandes indican un
patrén clinal de los datos genéticos de un lado del mapa al opuesto. La Figura 6A (sin datos sobre rs916977) es de
Beals y Hoijer “An Introduccion To Anthropology”, 32 edicién, publicado por Almenten y Bacon, Boston, MA.
Copyright © 1965 por Pearson Education.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Hasta la fecha, todas las busquedas del genoma completo para genes que participan en el color del iris humano se han
basado en estudios del ligamiento que eligen como diana genes relativamente raros con grandes efectos y que revelan
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grandes regiones gendmicas, y estudios de genes candidatos que eligen como diana genes que, basandose en su
funcién, se espera que participen en la pigmentacion del color del iris. Se ha demostrado que la asociacion del genoma
completo (GWA) es un enfoque poderoso para estudiar variantes comunes que participan en los rasgos. Hasta la fecha no
se ha realizado ninguna GWA para el color del iris en seres humanos. Por tanto, los presentes inventores aplicaron tanto
una GWA como un enfoque del ligamiento a la variacion del color del iris humano en dos estudios independientes. Una
GWA se realizd en una poblacion humana genéticamente aislada reciente de Los Paises Bajos, el estudio de la familia de
Erasmus Rucphen (ERF), y la otra en una muestra de poblaciones no consanguineas de Los Paises Bajos, el estudio de
Rotterdam.

El objetivo del estudio de los presentes inventores era desenmarafiar los principales genes que contribuyen a la variacion
del color del iris humano en europeos junto con la evaluacion de su valor de predecir los fenotipos del color del iris de
personas desconocidas, ya que esto puede ser relevante en futuras aplicaciones forenses u otras aplicaciones de
identificacion humana. Las actuales formas de identificacion humana basadas en ADN siguen un enfoque estrictamente
comparativo de perfiles de ADN no codificantes (0 no) coincidentes obtenidos de la escena del crimen (o0 una persona
desaparecida) con los de un sospechoso conocido (o parientes conocidos de la persona desaparecida). Si los
sospechosos (o parientes) son desconocidos, un caso forense no puede resolverse con la ayuda de las pruebas de ADN
actualmente usadas. La prediccidén de rasgos visibles tales como el color del iris de una persona desconocida usando
marcadores genéticos informativos, si se hace de forma fidedigna, ayudaria a rastrear personas desconocidas.

De los estudios de los presentes inventores resultd que la region 5' proximal del gen OCA2 hasta e incluyendo el gen
HERC2 no es la regidon mas importante que participa en el color del iris de dos estudios genéticos de poblaciones
independientes. Esta region esta localizada sobre el cromosoma 15 entre los pares de bases 26018062 y 26240890
segun la version 36 de NCBI o la versién 46.36h de Homo sapiens de Ensembl. En esta region se encontraron varios SNP
que discriminan el color del iris entre ojos azules, ojos marrones y ojos de color intermedio. De estos SNP, rs916977 en el
intron 11 del gen HERC2 es el SNP mas fuerte asociado a la variacién del color del iris humano. Este es el Gnico
marcador que alcanza la significancia del genoma completo en ambos estudios de GWA; no hubo otras regiones que
mostraran significancia del genoma completo coherente en ambos estudios de GWA; no hubo ofras regiones que
mostraran pruebas del genoma completo coherentes para la asociacion del color del iris. EI marcador del intréon 11 de
HERC?2 esta localizado 169 kb proximal de 5' del gen OCA2, que se informo previamente que se asociaba al color del iris
humano (Rebbeck y col., 2002; Duffy y col., 2004; Jannot y col., 2005; Duffy y col., 2007; Frudakis y col., 2007). Si se
analiza HERC2 y los tres SNP de OCA2 mas importantes informados en un estudio previo (rs11855019, rs6497268 y
rs7495174), rs916977 del gen HERC2 mostré el menor valor de p en ambas poblaciones ampliadas. Ademas, de estos
tres SNP de OCA2, solo dos (rs11855019 y rs7495174) permanecieron significativamente asociados al color del iris
cuando rs916977 de HERC2 se incluyd en el modelo. En los modelos de prediccion de los presentes inventores, rs916977
de HERC2 fue el Unico de los dos SNP més importantes en predecir el color del iris. Los SNP en genes sugeridos
anteriormente con participacién en el color del iris no contribuyeron (MATP, ASIP, CYP1A2, CYP2C8 y CYP2C9) o
contribuyeron marginalmente (TYRP1). Los SNP de OCA2 identificados en la GWA del estudio de Rotterdam también
contribuyeron solo marginalmente a la prediccién del color del iris, cuando su valor predictivo se evalud junto con los otros
marcadores. En general, la asociacion genética al color del iris humano fue mayor para marcadores localizados en el gen
HERC2 que lo que fue para marcadores de cualquier otro gen, que incluye OCA2. Parecié que el color del iris azul se
asocid a la presencia de los SNP CC (bases complementarias GG) en rs916977, mientras que el color del iris marrén se
asoci6 a la presencia de los nucleétidos TT (bases complementarias AA). Ademas, los presentes inventores encontraron
siete SNP del gen HERC2 con asociacion significativa al color del iris al nivel del genoma completo en la poblacion del
estudio de Rotterdam con la siguiente asociacién de genotipo - color del iris (considerando tanto cromosomas homalogos
como las bases complementarias entre paréntesis): rs8028689: CC (GG) marron y TT (AA) azul, rs6497287: AA (TT) azul
y GG (CC) marrén, rs8041209: AA (TT) marrén y CC (GG) azul, rs6497292: AA (TT) azul y GG (CC) marrén, rs2240202:
AA (TT) marréon y GG (CC) azul, rs2346050: AA (TT) azul y GG (CC) marron, rs12592730: AA (TT) marrén y GG (CC)
azul. Ademas, los presentes inventores encontraron otros siete SNP del gen HERC2 cuando aplicaron las matrices
lllumina 300 Duo SNP a los 733 participantes de ERF y uno solapandose (rs8028689) con los resultados de la matriz
Affymetrix 500K en el estudio de Rotterdam con la siguiente asociacion del color del iris al genotipo (considerando tanto
cromosomas homologos como las bases complementarias entre paréntesis): rs7183877: TT (AA) azul y GG (CC) marron,
rs2240204: TT (AA) marrén y CC (GG) azul, rs8039195: TT (AA) azul y CC (GG) marroén, rs16950979: AA (TT) azul y CC
(GG) marrdn, rs16950987: TT (AA) marrén y CC (GG) azul, rs1667394: TT (AA) azul y CC (GG) marron, y rs1635168: TT
(AA) marrén y GG (CC) azul.

“Polimorfismos” son variantes alélicas que se producen en una poblacion. El polimorfismo puede ser una diferencia de un
solo nucleétido presente en un sitio, 0 puede ser una insercion o delecion de uno o algunos nucledtidos. Como tal, un
polimorfismo de un solo nucleétido (“SNP”) se caracteriza por la presencia en una poblacién de uno o dos, o cuatro
nucledtidos (es decir, adenosina, citosina, guanosina o timidina) en un sitio particular en un genoma tal como el genoma
humano. Por consiguiente, se reconocié que, mientras que los procedimientos de la invencion se ejemplifican
principalmente por la deteccion de SNP, los procedimientos desvelados u otros conocidos en la técnica pueden usarse
similarmente para identificar otros polimorfismos en la regiéon genética ejemplificada del HERC2 en desequlibrio de
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ligamiento genético con dichos SNP.

Los haplotipos pueden deducirse de datos del genotipo correspondientes a ciertos SNP usando el algoritmo de Stephens
y Donnelly (Am. J. Hum. Genet. 68: 978-989,2001). Las fases del haplotipo (es decir, los alelos del haplotipo particular en
un individuo) también pueden determinarse usando el algoritmo de Stephens y Donnelly. Estan disponibles programas de
software que realizan este algoritmo (por ejemplo, The PHASE program, Departamento de estadistica, Universidad de
Oxford).

En un ejemplo, llamado el procedimiento Haploscope (véase el documento WO 02/048318), una combinacién de SNP
candidatos se selecciona de una pluralidad de combinaciones de SNP candidatos para un gen asociado a un rasgo
genético. Los datos de haplotipos asociados a esta combinacion de SNP candidatos son leidos para una pluralidad de
individuos y se agrupan en un grupo de respuesta positiva y un grupo de respuesta negativa basandose en si se cumplen
los criterios de rasgos predeterminados para un individuo. Se realiza un analisis estadistico (como se trata mas adelante)
sobre los datos de haplotipos agrupados para obtener una medicion estadistica asociada a la combinaciéon de SNP
candidatos. Los actos de seleccion, lectura, agrupacion y realizacién se repiten segin sea necesario para identificar la
combinacién de SNP candidatos que tienen la medicion estadistica optima. En un enfoque, todas las posibles
combinaciones de SNP se seleccionan y se analizan estadisticamente. En otro enfoque, una blusqueda directa basada en
los resultados de andlisis estadisticos previos de combinaciones de SNP se realiza hasta que se obtiene la medicién
estadistica optima. Ademas, el nimero de combinaciones de SNP seleccionadas y analizadas puede reducirse
basandose en un procedimiento de prueba simultaneo.

Como se usa en el presente documento, el término “deducir’ o “deduciendo”, cuando se usa en referencia a una
prediccién del color del iris, significa sacar una conclusion sobre el color de los ojos de un sujeto usando un procedimiento
de analizar individualmente o en combinacion la(s) existencia(s) de nucledtidos de uno o mas SNP de la invencién en una
muestra de acido nucleico del sujeto y comparar la(s) existencia(s) de nucleétidos individual(es) o la combinacion de
existencia(s) de nucledtidos de los SNP(s) con relaciones conocidas de existencia(s) de nucleétidos del color del iris.
Como se ha desvelado en el presente documento, la(s) existencia(s) de nucleétidos puede(n) identificarse directamente
examinando moléculas de acidos nucleicos, o indirectamente examinando un polipéptido codificado por un gen particular,
por ejemplo, el gen HERC2, cuando el polimorfismo esta asociado a un cambio de aminoacidos en el polipéptido
codificado o tiene efectos reguladores.

Procedimientos de realizacion de una comparacion tal y de alcanzar una conclusion basandose en esa comparacion se
ejemplifican en el presente documento. La deduccién normalmente implica usar un modelo complejo que implica usar
relaciones conocidas de alelos conocidos o existencias de nucledtidos como clasificadores. La comparacion puede
realizarse aplicando los datos referentes al (a los) alelo(s) del haplotipo del sujeto a un modelo complejo que hace una
clasificacién por discriminacion cuadratica ciega usando una matriz varianza-covarianza. Un modelo tal se ilustra en los
ejemplos.

Para determinar si los haplotipos son utiles en una deduccion del color de los ojos pueden realizarse numerosos analisis
estadisticos. Las frecuencias de alelos pueden calcularse para haplotipos y las frecuencias de haplotipos por
emparejamiento estimarse usando un algoritmo EM (Excoffier y Slatkin, Mol Biol Evol. 1995 Sep; 12 (5): 921-7). Entonces
pueden calcularse los coeficientes de desequlibrio de ligamiento. Ademas de diversos parametros tales como los
coeficientes de desequlibrio de ligamiento, frecuencias de alelos y haplotipos (dentro de grupos étnicos, de control y de
casos), puede calcularse la estadistica de la chi al cuadrado y otros parametros genéticos de la poblacion tales como
indices panmicticos para controlar la variacion étnica, ancestral u otra sistematica entre los grupos de casos y de control.
Los marcadores/haplotipos con valor para diferenciar la matriz de casos del control, si los hay, pueden presentarse en
forma matematica que describe cualquier relacién y acompafiarse de estadistica de asociacién (prueba y efecto). Un
resultado de andlisis estadistico que muestra una asociacion de un marcador de SNP o un haplotipo al color de los ojos
con al menos una probabilidad de insignificancia inferior a 0,05 (0 5%) puede usarse para identificar marcadores /
haplotipos mas informativos. Estas herramientas estadisticas pueden probar la significancia relacionada con una hipétesis
nula de que un alelo de SNP o alelo del haplotipo no sea diferente entre los grupos. Si la significancia de esta diferencia es
baja, sugiere que el alelo no esta relacionado con el color de los o0jos. Si la significancia es alta (valor de p al menos <0,05,
preferible <0,01), sugiere que el alelo / haplotipo esta relacionado con el color de los ojos.

El término “cebador” como se usa en el presente documento se refiere a un oligonucleétido que puede hibridarse con la
diana de amplificacién permitiendo que una ADN polimerasa se una, sirviendo asi de punto de iniciacion de la sintesis de
ADN cuando se dispone en condiciones en las que se induce la sintesis del producto de extension del cebador que es
complementario a una hebra de acido nucleico, es decir, en presencia de nucleétidos y un agente para polimerizacion tal
como ADN polimerasa y a una temperatura adecuada y pH. El cebador (de amplificacion) es preferentemente
monocatenario para maxima eficiencia en la amplificacion. Preferentemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido.
El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente para
la polimerizacion. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, que incluyen temperatura y
fuente del cebador. Un “par de cebadores bidireccionales” como se usa en el presente documento se refiere a un cebador
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directo y uno inverso como cominmente se usan en la materia de la amplificacién de ADN tal como en amplificacién por
PCR.

El término “sonda” se refiere a una secuencia de oligonucleétidos monocatenaria que reconocera y formara un duplex
unido por hidrégeno con una secuencia complementaria en un analito de secuencia de acido nucleico diana o su derivado
de ADNc.

Los términos “rigurosidad” o “condiciones de hibridacién rigurosas” se refieren a condiciones de hibridacion que afectan la
estabilidad de los hibridos, por ejemplo, temperatura, concentracion de sales, pH, concentracion de formamida y similares.
Estas condiciones se optimizan empiricamente para maximizar la unién especifica y minimizar la unién no especifica del
cebador o sonda con su secuencia de acidos nucleicos diana. Los términos como se usan incluyen referencia a
condiciones bajo las que una sonda o cebador se hibridara con su secuencia diana, a un grado detectablemente mayor
que otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces con respecto a la referencia). Las condiciones rigurosas son
dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Secuencias mas largas se hibridan
especificamente a mayores temperaturas. Generalmente, las condiciones rigurosas estan seleccionadas para ser
aproximadamente 5 °C inferior al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza ionica y pH
definidos. La Tm es la temperatura (bajo fuerza idnica y pH definidos) a la que el 50% de una secuencia diana
complementaria se hibrida con una sonda o cebador perfectamente apareado. Normalmente, condiciones rigurosas seran
aquellas en las que la concentracién de sales es inferior a aproximadamente i6n Na® 1,0 M, normalmente
aproximadamente concentracion de i6n Na® 0,01 a 1,0 M (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos
aproximadamente 30 °C para sondas o cebadores cortos (por ejemplo, 10 a 50 nucleétidos) y al menos aproximadamente
60 °C para sondas o cebadores largos (por ejemplo, superior a 50 nucleétidos). También pueden lograrse condiciones
rigurosas con la adicion de agentes desestabilizantes tales como formamida. Condiciones de baja rigurosidad o
“condiciones de rigurosidad reducida” a modo de ejemplo incluyen hibridacién con una disolucion de tampon de 30% de
formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37 °C y un lavado en 2x SSC a 40 °C. Condiciones de alta rigurosidad a modo de
ejemplo incluyen hibridacion en 50% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37 °C, y un lavado en 0,1x SSC a 60 °C. Los
procedimientos de hibridacién son muy conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Ausubel, F.M., Brent, R.,
Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A., Struhl, K. eds. (1998) Current protocols in molecular biology. V.B.
Chanda, series ed. New York: John Wiley & Sons.

Los procedimientos para detectar un cambio de nucleétidos pueden utilizar una 0 mas sondas o cebadores de
oligonuclestidos que incluyen, por ejemplo, un par de cebadores de amplificacién que se hibridan selectivamente con un
polinucledtido diana, que contiene una o mas posiciones de SNP. Sondas de oligonucleétidos utiles en poner en practica
un procedimiento de la invencién pueden incluir, por ejemplo, un oligonucleétido que es complementario a y extiende una
parte del polinucleétido diana, que incluye la posicion del SNP, en el que la presencia de un nucleétido especifico en la
posicion (es decir, el SNP) se detecta por la presencia o ausencia de hibridacién selectiva de la sonda. Un procedimiento
tal puede incluir adicionalmente poner en contacto el polinucleétido diana y el oligonucledtido hibridado con una
endonucleasa, y detectar la presencia o ausencia de un producto de escision de la sonda, dependiendo de si la aparicion
del nucledtido en el sitio de SNP es complementario al nucleétido correspondiente de la sonda. Un par de sondas que se
hibridan especificamente en la direccion 5' y adyacente y en la direccion 3'y adyacente al sitio del SNP, en la que una de
las sondas incluye un nucledtido complementario a una existencia de nucleétidos del SNP, también puede usarse en un
ensayo de ligacion de oligonucleétidos en el que la presencia o ausencia de un producto de ligacion es indicativo de la
manifestacion de nucledtidos en el sitio de SNP. Un oligonucledtido también puede ser util como cebador, por ejemplo,
para una reaccion de extension de cebadores, en la que el producto (o0 ausencia de un producto) de la reaccion de
extension es indicativa de la existencia del nucledtido. Ademas, puede ser util un par de cebadores util para amplificar una
parte del polinucledtido diana que incluye el sitio de SNP, examinandose el producto de amplificacion para determinar la
existencia del nucleétido en el sitio de SNP.

Si la existencia de nucledtidos particulares de un SNP, o existencias de nucleétidos de un haplotipo, es tal que la
existencia de nucledtidos produzca un cambio de aminoacidos en un polipéptido codificado, la existencia de nucledtidos
puede identificarse indirectamente detectando el aminoacido particular en el polipéptido. El procedimiento para determinar
el aminoacido dependera, por ejemplo, de la estructura del polipéptido o de la posicién del aminoacido en el polipéptido. Si
el polipéptido contiene solo una Unica existencia de un aminoacido codificado por el SNP particular, el polipéptido puede
examinarse para la presencia o ausencia del aminoacido. Por ejemplo, si el aminoacido esta en o préximo al extremo
amino o el extremo carboxi del polipéptido, puede realizarse la simple secuenciacién de los aminoacidos terminales.
Alternativamente, el polipéptido puede tratarse con una o mas enzimas y puede examinarse un fragmento de péptido que
contiene la posicion de aminoacidos de interés, por ejemplo, por secuenciacion del péptido, o detectando una migracion
particular del péptido tras la electroforesis. Si el aminoacido particular comprende un epitope del polipéptido, puede
detectarse la union especifica, o ausencia de la misma, de un anticuerpo especifico para el epitope. Otros procedimientos
para detectar un aminoacido particular en un polipéptido o fragmento de péptido del mismo son muy conocidos y pueden
seleccionarse basandose, por ejemplo, en la conveniencia o disponibilidad de equipo tal como un espectrometro de
masas, sistema de electroforesis capilar, equipo de resonancia magnética nuclear y similares.
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Un procedimiento para deducir el rasgo del color del iris de un sujeto humano a partir de una muestra de acido nucleico
del sujeto humano que identifica una existencia de nucleétidos en la muestra para un SNP segun la invencion puede
incluir adicionalmente agrupar las existencias de nucledtidos de los SNP para un gen o un area particular del genoma, tal
como la regién del gen HERC2, en un alelo del marcador o mas alelos de haplotipo. Los alelos de marcador / de haplotipo
individuales identificados pueden entonces compararse con alelos de marcador / de haplotipo conocidos de forma que, si
se conoce la relacion de los alelos de marcador / de haplotipo conocidos con respecto al color de los ojos, puede hacerse
una deduccion en cuanto al color del iris del sujeto que proporciona la muestra de acido nucleico. La identificacion de la
existencia de nucleétidos puede realizarse usando cualquier procedimiento adecuado para examinar la muestra particular.
Por ejemplo, si la muestra contiene moléculas de acidos nucleicos, la identificacion puede realizarse poniendo en contacto
polinucledtidos en (o derivados de) la muestra con un miembro del par de unién especifico que se hibrida selectivamente
con una region del polinucledtido que incluye el SNP o los SNP, en condiciones en las que el miembro del par de unién se
une especificamente en o proximo al (a los) SNP. EI miembro del par de unién puede ser cualquier molécula que se una
especificamente a o se asocie con el polinucleétido diana, que incluye, por ejemplo, un anticuerpo o un oligonucleétido.

En principio, los procedimientos de la invencion pueden realizarse usando cualquier procedimiento de amplificacion de
acidos nucleicos tal como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Mullis 1987, patentes de EE.UU. n°® 4.683.195,
4.683.202 y 4.800.159) o usando reacciones de amplificacion tales como reaccion en cadena de la ligasa (LCR; Barany
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-193; solicitud EP n°® 320.308), replicacion de secuencia autosostenida (3SR;
Guatelli y col., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), amplificacion por desplazamiento de cadenas (SDA;
patentes de EE.UU. n° 5.270.184 y 5.455.166), sistema de amplificacion transcripcional (TAS; Kwoh y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86:1173-1177), Q-beta replicasa (Lizardi y col., 1988, Bio/Technology 6:1197), amplificacién por circulo
rodante (RCA; patente de EE.UU. n° 5.871.921), amplificaciéon basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA),
polimorfismo de longitud de fragmentos de escision (patente de EE.UU. n° 5.719.028), amplificacion isotérmica y
quimérica de acidos nucleicos iniciada por cebadores (ICAN), procedimiento de amplificacion por extension de
ramificaciones (RAM; patentes de EE.UU. n° 5.719.028 y 5.942.391) u otros procedimientos adecuados para la
amplificacién de ADN.

Con el fin de amplificar ADN con un ndmero pequefio de desapareamientos con uno o mas de los cebadores de
amplificacion, puede realizarse una reaccion de amplificacion en condiciones de rigurosidad reducida (por ejemplo, una
amplificacién por PCR usando una temperatura de hibridacion de 38 °C, o la presencia de MgCl, 3,56 mM). El experto en la
materia podra seleccionar condiciones de rigurosidad adecuada.

Los cebadores en el presente documento estan seleccionados para ser “sustancialmente” complementarios (es decir, al
menos el 65%, mas preferentemente al menos el 80% perfectamente complementarios) a sus regiones diana presentes
sobre las diferentes cadenas de cada secuencia especifica que va a amplificarse. Es posible usar secuencias de
cebadores que contienen, por ejemplo, residuos de inositol o bases ambiguas, o incluso cebadores que contienen uno o
mas desapareamientos cuando se comparan con la secuencia diana. En general, las secuencias que presentan al menos
el 65%, mas preferentemente al menos el 80%, de homologia con las secuencias de oligonucleétidos de ADN diana se
consideran adecuadas para su uso en un procedimiento de la presente invencién. Los desapareamientos de secuencias
tampoco son criticos si se usan condiciones de hibridacion de baja rigurosidad.

La deteccion de los productos de amplificacion puede llevarse a cabo en principio por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica. Los fragmentos de deteccion pueden tefiirse directamente o marcarse con marcas radiactivas,
anticuerpos, colorantes luminiscentes, colorantes fluorescentes o reactivos de enzima. Las tinciones de ADN directas
incluyen, por ejemplo, intercalar colorantes tales como naranja de acridina, bromuro de etidio, monoazida de etidio o
colorantes de Hoechst.

Alternativamente, los fragmentos de ADN pueden detectarse por la incorporacion de bases de dNTP marcadas en los
fragmentos de ADN sintetizados. Marcas de deteccién que pueden asociarse a bases de nucleétido incluyen, por ejemplo,
fluoresceina, colorante de cianina o BrdUrd.

Si se usa un sistema de deteccidén basado en sondas, un procedimiento de detecciéon adecuado para su uso en la
presente invencion puede comprender, por ejemplo, un formato de inmunoensayo enzimatico (EIA) (Jacobs y col., 1997,
J. Clin. Microbiol. 35, 791-795). Para realizar una deteccién a manera de un procedimiento de EIA, tanto el cebador directo
como el inverso usado en la reaccién de amplificacion puede comprender un grupo de captura, tal como un grupo de
biotina para la inmovilizacion de amplicones de PCR de ADN diana sobre, por ejemplo, pocillos de una placa de
microtitulacion recubierta con estreptavidina para la posterior deteccion por EIA de amplicones de ADN diana (véase mas
adelante). El experto entendera que pueden emplearse otros grupos para la inmovilizacién de amplicones de PCR de
ADN diana en un formato de EIA.

Sondas Utiles para la deteccion del ADN diana como se desvelan en el presente documento se unen preferentemente solo
a al menos una parte de la region de la secuencia de ADN como se amplifica por el procedimiento de amplificacion de
ADN. Aquellos expertos en la materia pueden preparar sondas adecuadas para la deteccién basandose en la secuencia
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de nucledtidos del ADN diana sin excesiva experimentacion como se explica en el presente documento. También pueden
usarse adecuadamente secuencias complementarias del ADN diana como sondas de deteccion en un procedimiento de la
invencion, a condicion de que una hebra complementaria tal se amplifique en la reacciéon de amplificacién empleada.

Procedimientos de deteccién adecuados para su uso en el presente documento pueden comprender, por ejemplo,
inmovilizacién de los amplicones y sondaje de las secuencias de ADN de los mismos por, por ejemplo, transferencia
Southern. Otros formatos pueden comprender un formato de EIA como se ha descrito anteriormente. Para facilitar la
deteccion de la unién, las sondas de deteccién de amplicones especificos pueden comprender un resto de marca tal como
un fluoréforo, un cromoforo, una enzima o una radiomarca, de manera que se facilite el control de la unién de las sondas
al producto de reaccion de la reaccion de amplificacion. Tales marcas son muy conocidas para aquellos expertos en la
materia e incluyen, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), B-galactosidasa, peroxidasa de rabano picante,
estreptavidina, biotina, digoxigenina, ¥3 0 '?|. Otros ejemplos seran evidentes para aquellos expertos en la materia.

La deteccion también puede realizarse por un llamado ensayo de transferencia de linea inversa (RLB) tal como se ha
descrito, por ejemplo, por Van den Brule y col. (2002, J. Clin. Microbiol. 40, 779-787). Sondas de RLB para este fin se
sintetizan preferentemente con un grupo amino de 5' para la posterior inmovilizacion sobre, por ejemplo, membranas de
nailon recubiertas con carboxilo. La ventaja de un formato de RLB es la facilidad del sistema y su velocidad, permitiéndose
asi procesamiento de muestras de alta resolucion.

Cualquier procedimiento adecuado para cribar los acidos nucleicos para la presencia o ausencia de polimorfismos se
considera que es parte de la presente invencion. Tales procedimientos incluyen, pero no se limitan a: secuenciacion de
ADN, analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP), andlisis de polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP); analisis de heteroduplex, analisis de polimorfismos de conformaciones monocatenarias
(SSCP), electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE), analisis por PCR en tiempo real (por ejemplo,
Tagman®), electroforesis en gel en gradiente de temperatura (TGGE), extension de cebadores, hibridacion especifica
para alelos y ensayos de analisis genéticos INVADER®, analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de escision
(CFLP), analisis de regiones amplificadas caracterizadas por secuencias (SCAR), andlisis de secuencia polimorficas
amplificadas escindidas (CAPS)

El uso de sondas de acido nucleico para la deteccién de secuencias de ADN especificas es muy conocido en la técnica.
Generalmente, estos procedimientos comprenden la hibridacién del ADN diana con la sonda, seguido de lavados post-
hibridacion. La especificidad es normalmente funcién de los lavados post-hibridacién, siendo los factores criticos la fuerza
i6nica y la temperatura de la disolucion de lavado final. Para hibridos de ADN-ADN, la Tm puede aproximarse a partir de la
ecuacion de Meinkoth y Wahl, Anal. Biochem., 138: 267-284 (1984): Tm = 81,5 °C + 16,6 (log M) + 0,41 (% de GC)-0,61
(% de forma)-500/L; en la que M es la molaridad de cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de nucledtidos
guanosina y citosina en el ADN, % de forma es el porcentaje de formamida en la disolucion de hibridacion y L es la
longitud del hibrido en pares de bases. La Tm es la temperatura (bajo fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de una
secuencia diana complementaria se hibrida con una sonda perfectamente coincidente. La Tm se reduce
aproximadamente 1 °C por cada 1% de desapareamiento; asi, las condiciones de hibridacién y/o lavado pueden ajustarse
para hibridarse con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con > 90% de identidad, la
Tm puede disminuirse 10 °C. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para ser aproximadamente 5 °C
inferior al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos.
Sin embargo, condiciones duramente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 1, 2, 3 6 4 °C inferior al punto
de fusion térmico (Tm); condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8,9 6 10
°C inferior al punto de fusién térmico (Tm); condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a
11,12,13,14, 15 6 20 °C inferior al punto de fusion térmico (Tm). Usando la ecuacién, composiciones de hibridacion y
lavado, y Tm deseada, aquellos expertos habituales entenderan que las variaciones en la rigurosidad de hibridacion y/o
disoluciones de lavado estan inherentemente descritas. Si el grado deseado de desapareamiento produce una Tm inferior
a 45 °C (disolucién acuosa) o 32 °C (disoluciéon de formamida), se prefiere aumentar la concentracién de SSC de manera
que pueda usarse una mayor temperatura. Una extensa guia para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en
Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte |,
Capitulo 2 “Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays”, Elsevier. Nueva York
(1993); y Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Ausubel, y col., Eds., arriba.

El desarrollo de cebadores y sondas Utiles para la deteccidén de posiciones polimérficas en un acido nucleico esta dentro
del campo de los expertos habituales (véase, por ejemplo, Sambrook, J., Russell D.W., Sambrook, J. (2001) Molecular
Cloning: a Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y.).

Usando tecnologia de ADN convencional es posible producir sondas y cebadores que se hibriden directamente o
indirectamente con las muestras de ADN que van a probarse o0 ADNc producido a partir de ARN por transcripcion inversa,
y que pueden usarse en ensayos para la deteccion de los SNP. Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos
permiten la amplificacién de fragmentos de acidos nucleicos, que pueden estar presentes en cantidades muy bajas.
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Con el fin de desarrollar procedimientos de deteccion basados en acidos nucleicos deben determinarse las secuencias
especificas para SNP para las que entonces pueden desarrollarse cebadores o sondas. Para detectar los SNP por
amplificacién de &cidos nucleicos y/o hibridacion de sondas, el acido nucleico puede aislarse de cualquier material de
muestra en bruto, opcionalmente transcribirse en forma inversa en ADNc y clonarse y/o secuenciarse directamente. Los
kits de aislamiento de ADN y ARN estan comercialmente disponibles de, por ejemplo, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania,
0 Roche Diagnostics, una division de F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basilea, Suiza.

Una muestra util para poner en practica un procedimiento de la invencién puede ser cualquier muestra bioldgica de un
sujeto que contiene moléculas de acidos nucleicos, que incluyen porciones de las secuencias de genes que van a
examinarse, o polipéptidos codificados correspondientes, dependiendo del procedimiento particular. Como tal, la muestra
puede ser una muestra de célula, tejido u érgano, o puede ser una muestra de un fluido biolégico tal como semen, saliva,
sangre y similares. Una muestra de acido nucleico util para poner en practica un procedimiento de la invencién dependers,
en parte, de si los SNP del haplotipo que va a identificarse estan en regiones codificantes o en regiones no codificantes.
Asi, si al menos uno de los SNP que va a identificarse esta en una region no codificante, la muestra de acido nucleico es
generalmente una muestra de acido desoxirribonucleico (ADN), particularmente ADN gendmico o un producto de
amplificacion del mismo. Sin embargo, si esta disponible acido ribonucleico (ARN) heteronuclear, que incluye moléculas
de ARN precursoras de ARNm sin cortar ni empalmar, puede usarse un ADNc o producto de amplificacion del mismo. Si
cada uno de los SNP del haplotipo esta presente en una region codificante del (de los) gen(es) de pigmentacion, la
muestra de acido nucleico puede ser ADN o ARN, o productos derivados de los mismos, por ejemplo, productos de
amplificacion. Ademas, aunque los procedimientos de la invencion generalmente se ejemplifican con respecto a una
muestra de acido nucleico, se reconocera que alelos de haplotipos particulares pueden estar en regiones codificantes de
un gen y pueden producir polipéptidos que contienen diferentes aminoacidos en las posiciones correspondientes a los
SNP debido a cambios de codones no degenerados. Como tal, en otro aspecto, los procedimientos de la invencion
pueden ponerse en practica usando una muestra que contiene polipéptidos del sujeto.

Los procedimientos de la invencion pueden ponerse en practica con respecto a sujetos humanos y, por tanto, pueden ser
particularmente Utiles para andlisis forense. En una aplicacion forense o un procedimiento de la invencioén, la muestra de
acido nucleico humana puede obtenerse de una escena del crimen, usando procedimientos de muestreo bien
establecidos. Asi, la muestra puede ser muestra fluida o una muestra de hisopo, por ejemplo, mancha de sangre, mancha
de semen, foliculo piloso u otro espécimen biolégico tomado de una escena del crimen, o puede ser una muestra de tierra
que se sospecha que contiene material bioldégico de una posible victima del crimen o perpetrador, puede ser material
recuperado de debajo de las ufas de los dedos de una posible victima del crimen, o similares, en el que los acidos
nucleicos (o polipéptidos) en la muestra pueden usarse como base para sacar una deduccion en cuanto al color del iris
segun un procedimiento de la invencién. Otra aplicaciéon de la invencién esta en identificar personas desaparecidas
analizando los marcadores identificados en el presente documento a partir de acidos nucleicos / proteinas en partes del
cuerpo o muestras del cuerpo completo de la persona desconocida que va a identificarse.

Usando tanto el acido nucleico clonado como una sonda de hibridacién, usando informacién de secuencias derivada del
clon, o disefiando cebadores degenerativos basados en la secuencia del SNP y sus secuencias flanqueantes, las sondas
de hibridacion de acidos nucleicos y/o cebadores de amplificacién de acidos nucleicos pueden disefiarse y usarse en un
ensayo de deteccion para detectar las caracteristicas del uno o mas SNP en una muestra como se define en el presente
documento.

El ADN, o alternativamente, el ADNc puede amplificarse por PCR usando, por ejemplo, Pfu y Tag ADN polimerasas y
cebadores de amplificacion especificos para las secuencias de ADN de SNP. También pueden usarse sistemas
comercialmente disponibles completos para PCR (por ejemplo, disponibles de diversos proveedores tales como Roche
Diagnostics). Un procedimiento adecuado puede incluir, por ejemplo, mezclar en un sistema de tamponamiento acuoso
adecuado (por ejemplo, un tampdn de PCR comercialmente disponible) una cantidad adecuada de ADN total como molde
(por ejemplo, 1 a 5 ug), una cantidad adecuada (por ejemplo, 10 pmoles) de un par de cebadores de amplificacion
bidireccionales, una cantidad adecuada de dNTP y la ADN polimerasa, desnaturalizar los acidos nucleicos hirviéndolos
durante 1 min y realizar una reaccion de ciclos de aproximadamente 10-50 ciclos alternos de hibridacién de cebadores
rigurosa, alargamiento de cadenas y desnaturalizacion a temperatura adecuada para obtener copias de ADN del molde de
ADN como producto de amplificacion. La cantidad de copias producidas tras un cierto nimero de ciclos se correlaciona
directamente con la cantidad de ADN diana en el molde de ADN.

El experto conoce muy bien los procedimientos de PCR cuantitativa disponibles presentemente disponibles de
proveedores comerciales para cuantificar la cantidad de ADN diana en el molde. El término “sefial de hibridacién” como se
usa en el presente documento se refiere, entre otros, a la cantidad de producto de amplificacion producido tras un cierto
numero de ciclos y asi a la cantidad de ADN diana disponible como molde en la reaccién.

Con el fin de amplificar un acido nucleico con un pequefio nimero de desapareamientos con uno o mas de los cebadores
de amplificacién, una reaccion de amplificacion puede realizarse en condiciones de rigurosidad reducida (por ejemplo, una
amplificacién por PCR usando una temperatura de hibridacion de 38 °C, o la presencia de MgCl, 3,5 mM). El experto en la
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materia podra seleccionar condiciones de rigurosidad adecuada.

Los cebadores en el presente documento se seleccionan por ser “sustancialmente” complementarios (es decir, al menos
el 65%, mas preferentemente al menos el 80% perfectamente complementarios) a sus regiones diana presentes sobre las
diferentes cadenas de cada secuencia especifica que va a amplificarse. Es posible usar secuencias de cebadores que
contienen, por ejemplo, residuos de inositol 0 bases ambiguas, o incluso cebadores que contienen uno o mas
desapareamientos cuando se comparan con la secuencia diana. En general, las secuencias que presentan al menos el
65%, mas preferentemente al menos el 80%, de homologia con las secuencias de oligonucleétidos de ADN o ARN diana
se consideran adecuadas para su uso en un procedimiento de la presente invencion. Los desapareamientos de
secuencias tampoco son criticos si se usan condiciones de hibridacién de baja rigurosidad.

La deteccion de los productos de amplificacion puede llevarse a cabo en principio por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica. Los fragmentos amplificados pueden tefiirse directamente o marcarse con marcas radiactivas,
anticuerpos, colorantes luminiscentes, colorantes fluorescentes o reactivos de enzima. Las tinciones de ADN directas
incluyen, por ejemplo, intercalar colorantes tales como naranja de acridina, bromuro de etidio, monoazida de etidio o
colorantes de Hoechst.

Alternativamente, los fragmentos de ADN o ARN pueden detectarse por la incorporacion de bases de dNTP marcadas en
los fragmentos sintetizados. Marcas de deteccion que pueden asociarse a bases de nucleétido incluyen, por ejemplo,
fluoresceina, colorante de cianina, digoxigenina (DIG) o bromodesoxiuridina (BrdUrd).

En un procedimiento de PCR cuantitativo, la reaccion se realiza preferentemente usando un cebador de oligonucleétidos
que contiene uno o mas mondémeros de &cidos nucleicos 'bloqueados’ (LNA®), o usando sondas fluorescentes de LNA®.
La tecnologia de LNA® implica un oligonucleétido (sonda o cebador que contiene uno o mas monémeros de LNA®
[modificado con 2'-0O,4'-C-metilen-B-D-ribofuranosilo] (por ejemplo, Petersen y Wengel, 2003. TRENDS in Biotechnology,
vol. 21(2):74-81). En un mondmero de LNA, el resto de azucar ribosa del nucledtido se modifica, mientras que la propia
base sigue sin alterar. El resultado es un puente covalente que 'bloquea'’ la ribosa en la conformacién de tipo N (3'-endo),
que potencia el apilamiento de bases y la pre-organizacion del esqueleto de fosfato. Esto provee al oligonucledtido de
afinidad mejorada por secuencias de ADN o ARN complementarias y, por tanto, una mayor Tm. Si se usan cebadores de
LNA®, la deteccién de los productos de amplificacion bicatenarios puede realizarse, por ejemplo, usando una tincion de
ADN bicatenaria tal como SYBR Green® [Molecular Probes, Inc.] (véase, por ejemplo, Ponchel y col. 2003, BMC
Biotechnology 3:18).

Otros procedimientos de analizar el acido nucleico comprenden adecuadamente el uso de un ensayo de extension de
cebadores; una PCR Tagman®; un ensayo de hibridacién diferencial; un ensayo que detecta la escision de secuencias
especificas para alelo; y/o PCR especifica para alelo.

Si se usa un sistema de deteccién basado en sondas, un procedimiento de detecciéon adecuado para su uso en la
presente invencion puede comprender, por ejemplo, un formato de inmunoensayo enzimatico (EIA) (Jacobs y col., 1997,
J. Clin. Microbiol. 35, 791-795). Para realizar una deteccion a manera de un procedimiento de EIA, tanto el cebador directo
como el inverso usado en la reaccion de amplificacion puede comprender un grupo de captura, tal como un grupo de
biotina para la inmovilizacion de amplicones de PCR de ADN diana sobre, por ejemplo, pocillos de una placa de
microtitulacion recubierta con estreptavidina o Dynabeads® recubiertas con estreptavidina (Dynal Biotech, Oslo, Noruega)
para la posterior deteccion por EIA de amplicones de ADN diana. El experto entendera que pueden emplearse otros
grupos para la inmovilizacién de amplicones de PCR de ADN diana en un formato de EIA.

Sondas Utiles para la deteccion de las secuencias de acidos nucleicos diana como se desvela en el presente documento
se unen preferentemente solo a al menos una parte de la regién de la secuencia de acidos nucleicos como se amplifica
por el procedimiento de amplificacion de acidos nucleicos. Aquellos expertos en la materia pueden preparar sondas
adecuadas para la deteccion basandose en la secuencia de nucledtidos del acido nucleico diana sin excesiva
experimentacion como se explica en el presente documento. También pueden usarse adecuadamente secuencias de
nucledtidos complementarias, tanto si es ADN o ARN como analogos quimicamente sintetizados, del acido nucleico diana
como sondas de deteccidn especificas para tipo en un procedimiento de la invencion, a condicion de que una hebra
complementaria tal se amplifique en la reaccién de amplificacion empleada.

Procedimientos de deteccién adecuados para su uso en el presente documento pueden comprender, por ejemplo,
inmovilizacién de los amplicones y sondaje de las secuencias de acidos nucleicos de los mismos por, por ejemplo,
transferencia Northern y Southern. Otros formatos pueden comprender un formato de EIA como se ha descrito
anteriormente. Para facilitar la deteccion de la union, las sondas de deteccién de amplicones especificos pueden
comprender un resto de marca tal como un fluoréforo, un croméforo, una enzima o una radiomarca, de manera que se
facilite la monitorizacion de la unién de las sondas al producto de reaccién de la reaccion de amplificaciéon. Tales marcas
son muy conocidas para aquellos expertos en la materia e incluyen, por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), -
galactosidasa, peroxidasa de rabano picante, estreptavidina, biotina, digoxigenina, 358, 14C, 2p o ", Otros ejemplos
seran evidentes para aquellos expertos en la materia.
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La deteccion también puede realizarse por un llamado ensayo de transferencia de linea inversa (RLB) tal como se ha
descrito, por ejemplo, por Van den Brule y col. (2002). Sondas de RLB para este fin se sintetizan preferentemente con un
grupo amino de 5' para la posterior inmovilizacién sobre, por ejemplo, membranas de nailon recubiertas con carboxilo. La
ventaja de un formato de RLB es la facilidad del sistema y su velocidad, permitiéndose asi procesamiento de muestras de
alta resolucion.

El uso de sondas de acido nucleico para la deteccion de ARN o fragmentos de ADN es muy conocido en la técnica.
Generalmente, estos procedimientos comprenden la hibridacion del acido nucleico diana con la sonda, seguido de lavados
post-hibridacion. La especificidad es normalmente funciéon de lavados post-hibridacion, siendo los factores criticos la
fuerza idnica y la temperatura de la disolucion de lavado final. Para hibridos de acidos nucleicos, la Tm puede aproximarse
a partir de la ecuacion de Meinkoth y Wahl (1984): Tm = 81,5 °C + 16,6 (log M) + 0,41 (% de GC)-0,61 (% de forma)-
500/L; en la que M es la molaridad de cationes monovalentes, % de GC es el porcentaje de nucleétidos guanosina y
citosina en el acido nucleico, % de forma es el porcentaje de formamida en la disolucién de hibridacién y L es la longitud
del hibrido en pares de bases. La Tm es la temperatura (bajo fuerza iénica y pH definidos) a la que el 50% de una
secuencia diana complementaria se hibrida con una sonda perfectamente coincidente. La Tm se reduce
aproximadamente 1 °C por cada 1% de desapareamiento; asi, las condiciones de hibridacién y/o lavado pueden ajustarse
para hibridarse con secuencias de la identidad deseada. Por ejemplo, si se buscan secuencias con > 90% de identidad, la
Tm puede disminuirse 10 °C. Generalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para ser aproximadamente 5 °C
inferior al punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica y su complemento a una fuerza iénica y pH definidos.
Sin embargo, condiciones duramente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 1, 2, 3 6 4 °C inferior al punto
de fusién térmico (Tm); condiciones moderadamente rigurosas pueden utilizar una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9 6 10
°C inferior al punto de fusién térmico (Tm); condiciones de baja rigurosidad pueden utilizar una hibridacién y/o lavado a 11,
12, 13, 14, 15 6 20 °C inferior al punto de fusién térmico (Tm). Usando la ecuacién, composiciones de hibridacion y lavado,
y Tm deseada, aquellos expertos habituales entenderan que las variaciones en la rigurosidad de hibridacion y/o
disoluciones de lavado estan inherentemente descritas. Si el grado deseado de desapareamiento produce una Tm inferior
a 45 °C (disolucion acuosa) o 32 °C (disoluciéon de formamida), se prefiere aumentar la concentracion de SSC de manera
que pueda usarse una mayor temperatura. Una extensa guia para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en
Tijssen, 1993, arriba; Ausubel y col., 1998, arriba.

En otro aspecto, la invencion proporciona sondas de oligonucleétidos para la deteccién del SNP. Las sondas de deteccion
en el presente documento se seleccionan por ser “sustancialmente” complementarias a una molécula de acido nucleico
monocatenario, 0 a una de las hebras de los acidos nucleicos bicatenarios generadas por una reaccion de amplificacion
de la invencion. Preferentemente, las sondas son sustancialmente complementarias a las hebras no codificantes
opcionalmente inmovilizadas (por ejemplo, marcadas con biotina) de los amplicones generados a partir de ARN o ADN
diana.

Es admisible que las sondas de deteccion de la presente invencidon contengan uno o mas desapareamientos con respecto
a su secuencia diana. En general, las secuencias que presentan al menos el 65%, mas preferentemente al menos el 80%,
de homologia con las secuencias de oligonucleétidos diana se consideran adecuadas para su uso en un procedimiento de
la presente invencion.

La invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS
MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS

Poblaciones de los estudios

La poblacion del estudio de ERF

Para el estudio de ERF se invitd a todos los descendientes y cényuges vivos de 22 parejas que vivieron en la region
Rucphen del sudeste de Los Paises Bajos en el siglo XIX. Estas parejas tuvieron un minimo de seis hijos y sus relaciones
genealdgicas son conocidas hasta mediados del siglo XVIIl cuando la poblaciéon fue fundada por aproximadamente 150
individuos. La poblacion incluye ahora aproximadamente 20.000 residentes que muestran un elevado desequlibrio de
ligamiento en comparacién con poblaciones no consanguineas (Pardo y col., 2005; Service y col., 2006).

El Comité de ética médica del Centro médico Erasmus autorizd el protocolo del estudio, y todos los participantes
proporcionaron consentimiento informado por escrito. La informacion sobre el color del iris se recogié para todos los
participantes y se extrajo ADN gendmico de sangre venosa periférica utilizando el procedimiento de precipitacion por sales
(Miller y col. 1988). Para el cribado de GWA inicial, los presentes inventores seleccionaron 192 parientes lejanos (= 5
generaciones) de la poblacion de ERF (Tabla 1). Los individuos se seleccionaron inicialmente para un estudio de altura,
pero manteniendo la suposicién de que los genes que participan en la altura humana y el color del iris se transmiten
independientemente, los presentes inventores usaron los datos de GWA para el presente proyecto. Los datos de GWA y
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el color del iris estuvieron disponibles para 192 participantes y se realizaron estudios de replicacién usando 2217
participantes de ERF para los que estaban disponibles los datos sobre el color del iris (Tabla 1). Para el analisis del
ligamiento del genoma completo, los presentes inventores usaron 1292 individuos de ERF que tenian datos del color del
iis y se genotiparon para el panel de ligamiento de lllumina 6K. Ademas, los presentes inventores usaron 733
participantes de ERF que tuvieron datos del color del iris y se genotiparon para el panel 300 Duo SNP.

La poblacion del estudio de Rotterdam

El estudio de Rotterdam es un estudio de cohorte prospectivo basado en poblacién en 7.983 sujetos de 55 afios de edad y
superior que residian en Ommoord, un suburbio de Rotterdam, que tuvo como objeto evaluar la aparicién y determinantes
de enfermedades cronicas en la etapa de madurez (Hofman y col. 1991). Esta es una poblacién no consanguinea,
practicamente de origen europeo holandés. En 1990-1993, los participantes fueron invitados a visitar el centro de
investigacion para un examen clinico. EI Comité de ética médica del Centro médico Erasmus autoriz6 el protocolo del
estudio, y todos los participantes proporcionaron consentimiento informado por escrito. La informacién sobre el color del
iris se recogid para todos los participantes y se extrajo ADN gendmico de sangre venosa periférica utilizando el
procedimiento de precipitacion por sales (Miller y col. 1988). Los presentes inventores seleccionaron 509 mujeres sin
parentesco de edades entre 60 y 75 afios para un cribado de GWA independiente (Tabla 1). Se excluyeron las mujeres
que usaban medicacién para hipertension, diabetes o farmacos hipolipemiantes y terapia hormonal sustitutiva durante el
seguimiento, ademas de cualquier mujer restante con historia de infarto de miocardio nuevo/ya diagnosticado, accidente
cerebrovascular, cancer o fracturas de cadera. Aunque estas mujeres se seleccionaron para un estudio de GWA piloto
para osteoporosis y otros trastornos, los presentes inventores asumieron que el color del iris se estaba segregando
independientemente de estos rasgos. Para 481 mujeres estuvieron disponibles GWA y datos sobre el color del iris (Tabla
1) y para estudios de replicacion estuvo disponible ADN para 6056 participantes con fenotipos del color del iris conocidos
(Tabla 1).

Recogida de fenotipos

En ambos estudios, cada ojo se examind por examen con lampara de hendidura y el color del iris se clasificé usando
imagenes patrén que mostraban diversos grados de pigmentacién del iris. Se distinguieron tres categorias del color del iris
(azul, intermedio y marrén) basandose en el color predominante y la cantidad de pigmento amarillo o marrén presente en
el iris. Los fenotipos del color del iris se resumieron en la Tabla 1. Las diferencias entre las frecuencias de color del iris azul
y marrén entre el estudio de ERF y el estudio de Rotterdam pueden explicarse lo mas probablemente por la influencia de
la ocupacioén espariola de la region en el siglo XVI y XVII, que durd durante casi cien afios en las partes de mas al sur de
Los Paises Bajos.

Recogida de genotipos
Genotipado de micromatrices

Para el estudio de Rotterdam se utilizd el conjunto de matrices GeneChip® Human Mapping 500K (Affymetrix). Debido al
marcado desequlibrio de ligamiento observado previamente en ERF (Aulchenko y col., 2004; Service y col., 2006), los
presentes inventores aplicaron la matriz 250K NSP del conjunto de matrices GeneChip® Human Mapping 500K
(Affymetrix) en el estudio de ERF. El genotipado basado en micromatrices se realizé en el CM Erasmus segun las
instrucciones del fabricante. Los marcadores se excluyeron si se desviaron significativamente del equilibrio de Hardy-
Weinberg (P<0,001), si tuvieron baja frecuencia de alelos secundarios (MAF<0,025) o si tuvieron una tasa de retirada
<95% en todas las muestras. Adicionalmente, los presentes inventores excluyeron 10 mujeres del estudio piloto de
Rotterdam que no se agruparon con la muestra de otro modo homogénea que contenia el 98% de los participantes
(prueba de concordancia de la poblacidon por emparejamiento < 0,0001) (Purcell y col. 2007). Para el analisis del
ligamiento en la cohorte de ERF, los presentes inventores usaron el ensayo de ligamiento lllumina Infinio. Este panel
incluye 5.861 marcadores distribuidos uniformemente en todo el genoma humano (mediana de la distancia entre el
marcador 301 kb). Los presentes inventores usaron adicionalmente para GWA el producto lllumina 300 Duo que contenia
~317000 SNP que eligen diana en todo el genoma humano. El genotipado lllumina se realizé en el Centro Nacional de
Genotipado en Francia segun la instruccion del fabricante.

Genotipado TagMan

Para los estudios de conformacion, cuatro SNP se genotiparon en las poblaciones del estudio de ERF total (N=2217) y de
Rotterdam total (N=6056) usando tecnologia TagMan con rs11855019, rs7495174 y rs6497268 tipados usando ensayos
Custom Tagman (Applied Biosystems) y rs916977 usando el ensayo de genotipado Tagman C_2567831_10 (Applied
Biosystems). Las secuencias de cebador y sonda de los tres primeros SNP estan disponibles bajo peticion de los autores,
mientras que el ensayo para rs916977 esta comercialmente disponible del fabricante. Se dispensaron 1-2 ng de ADN
genomico en placas de 384 pocillos usando un robot de pipeteado Caliper Sciclone ALH3000 (Caliper LS). Todos los
ensayos se ejecutaron en un volumen total de 2 yl usando 2-5 ng de ADN gendmico, 0,025-0,05 ul de 40x mezcla de
ensayo y 1 yl de ABSOLUTE QPCR Mix (ABgene) o Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Los
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reactivos se dispensaron en una placa de 384 pocillos usando Deerac Equator NS808 (Deerac Fluidics). Los programas
de PCR fueron 95 °C 15 min, 95 °C 15 s y 60 °C 1 min durante 40 ciclos (ABSOLUTE QPCR Mix) 0 94 °C 10 min, 94 °C
15's, 60 °C 1 min durante 40 ciclos (Tagman Universal PCR Master Mix) en Dual 384-well GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems) con posterior lectura del punto final en un sistema de PCR en tiempo real ABI 7900HT (Applied
Biosystems).

Andlisis estadisticos
Andlisis de asociacion y ligamiento

Para probar las asociaciones usando grandes cantidades de SNP, los presentes inventores usaron funciones rapidas
implementadas en R library GenABEL version 1.1-8 (Aulchenko y col. 2007). En el analisis de GWA, los valores de p se
estimaron usando la prueba de tendencias de Armitage en tablas de contingencia de 2 por 3 (color del iris azul y no azul
contra tres genotipos posibles) con 1 grado de libertad. En los andlisis de replicacion de SNP de interés y basandose en
las poblaciones ampliadas, las oportunidades relativas (OR) se derivaron usando regresiones logisticas multiples usando
un resultado binario (color marrén y no marrén). Para ajustar para multiples pruebas con un gran nimero de marcadores
correlacionados, la significancia también se estimoé frente a la distribucion empirica de la estadistica de la chi al cuadrado
después de 1000 permutaciones del genoma completo. Los presentes inventores usaron el procedimiento de control
gendmico (Devlin y Roeder 1999) para ajustar la relacion entre participantes de ERF (Steinthorsdottir y col., 2007).
Basandose en el ensayo de ligamiento lllumina Infinio, el factor de inflacién se estimé que era 1,12 para el estudio de ERF.
No se observé inflacion de la estadistica de pruebas en el estudio de Rotterdam (lambda=1,00), usando la matriz
Affymetrix GeneChip® Human Mapping 500K. Las regiones que flanqueaban SNP significativos en cualquier cribado de
GWA se investigaron adicionalmente usando analisis de haplotipos. Se usaron dos procedimientos: (1) ventana deslizante
de 2 y 3 SNP continuos usando R library haplo.stats version 1.3 (Schaid y col. 2002) y (2) analisis de bloques de
haplotipos usando el paquete de software Haploview version 3.32, en el que los bloques se definieron usando umbrales de
confianza del 95% de D' (Gabriel y col., 2002). Los calculos del poder estadistico usando una tasa de error tipo | del
genoma completo del 5% muestran que la probabilidad es del 80% para identificar como parte de GWA un SNP que
explica el 18% de la varianza fenotipica para el estudio de ERF para detectar un SNP, mientras que para el estudio de
Rotterdam el poder estadistico fue del 80% para detectar un SNP que explicaba el 8% de la varianza como parte del
GWA. Para el estudio de ERF, usando una tasa de error tipo | del genoma completo del 5%, la probabilidad es del 80%
para detectar ligamiento con una variante que explica el 2-3% de la varianza fenotipica. Para el andlisis del ligamiento en
ERF, los presentes inventores usaron los modelos de componentes de la varianza como se han implementado en el
paquete informatico SOLAR (rutinas de analisis del ligamiento oligogénico secuenciales) (Almasy y Blangero 1998). Antes
del andlisis, la genealogia de ERF se fracciond en linajes de 18 bits usando el software PedSTR. La identidad por
descendencia (IBD) genémica se estimé usando el paquete de software MERLIN (Abecasis y col. 2002). El corte de
linajes complejos puede conducir a ligamientos positivos falsos debido a que el verdadero parentesco esta subestimado.
Por tanto, en lugar del parentesco del linaje estimado a partir de los linajes de 18 bits fraccionados, los presentes
inventores estimaron parentesco nulo como un promedio de IBD de marcadores a través del genoma.

Andlisis de valor predictivo

Para investigar el valor de los SNP identificados para la prediccion del color del iris, los presentes inventores construyeron
un modelo de prediccion en la muestra piloto de GWA de Rotterdam y en una muestra al 50% al azar del estudio de
Rotterdam (conjunto de datos de derivacién) usando andlisis de regresion logistica.

Se construyeron modelos separados para color del iris marrén y azul (si/no). El modelo fue validado en el otro 50% del
estudio de Rotterdam (validacion interna) y en el estudio de ERF (validacion externa). Para cada individuo, los presentes
inventores calcularon las probabilidades de iris marrones y azules. El valor predictivo se evaluo por el area bajo la curva de
las caracteristicas de operacion del receptor (ABC), que es una medida de la exactitud discriminatoria que indica el grado
con el que las probabilidades predichas pueden discriminar entre individuos con iris marrones (o azules) y aquellos sin
ellos. ABC oscila de 0,5 que representa ausencia total de discriminaciéon a 1,0 que representa discriminacion perfecta
(Hanley y McNeil 1982).

Autocorrelacion espacial y andlisis de correlacion de Pearson

Las frecuencias de alelos de rs916977 se obtuvieron de datos de SNP del genoma completo de 23 poblaciones europeas
(de las cuales el estudio de Rotterdam es una) como parte de un proyecto diferente. El patron espacial de las frecuencias
alélicas del SNP rs916977 se analiz6 por medio de autocorrelacion espacial (Sokal y Oden, 1978) usando el programa
PASSAGE. Este procedimiento representa la cantidad de autocorrelacion (expresada como indice | de Moran) entre pares
de poblaciones contra su distancia geografica. Para el analisis de correlacién, la distribucion de frecuencias de color del iris
europeo se obtuvo de un mapa publicado en cualquier parte (Beals y Hoijer 1965) y los valores medios de las clases de
frecuencia del color del iris se asignaron a cada una de las 23 poblaciones estudiadas basandose en su origen geografico.
Se realizé una correlacion de Pearson entre este valor deducido de los fenotipos del color del iris y la frecuencia del alelo
C de rs916977 en cada poblacién.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2419183 7T3

RESULTADOS
Hallazgos de los estudios de asociacion y ligamiento

En el analisis de GWA (250K SNP) de los 192 individuos sin parentesco del estudio de ERF, rs916977 localizado a 26,2
Mb del cromosoma 15 alcanzé significancia del genoma completo (valor de p nominal = 1,18x10, valor de p del genoma
completo empirico ajustado para mdltiples pruebas < 0,001, Figuras 1A, 2A). Este marcador se localizé en el intrén 11 del
gen HERC2.

Siete SNP adicionales que flanquean rs916977 alcanzaron significancia nominal de < 0,01 (rs16950821 y rs8024968 en el
gen OCAZ2; rs6497287, rs8041209, rs8028689, rs2346050 en el gen HERC2; rs4966231 5' proximal de HERC2; véase la
Figura 2A para el SNP individual y andlisis de haplotipos de ventana deslizante). Esta regién cubrio la parte proximal de 5'
del gen OCA2 y el gen HERC2 completo hasta &' proximal de HERC2. En los datos de lllumina 300 Duo adicionalmente
obtenidos de 733 participantes de ERF, los presentes inventores encontraron 18 SNP con asociacion del color del iris
significativa al nivel del genoma competo (P<0,01) de los que 8 estan en el gen HERC2 (rs7183877, rs2240204,
rs8039195, rs16950979, rs16950987, rs1667394, rs1635168, y rs8028689) y 10 estan en el gen OCA2 (rs2594935,
rs728405, rs3794604, rs4778232, rs8024968, rs1597196, rs7179994, rs4778138, rs4778241 y rs7495174) (Tabla 5). Por
tanto, el analisis del ligamiento del genoma completo en 1457 participantes del estudio de ERF usando el panel de
ligamiento 6K lllumina dio pruebas de evidencia muy convincentes para ligamiento del color del iris con el cromosoma
15q13.1. La mayor puntuacion de LOD obtenida en todo el genoma fue 29,47 en rs4778137 del intrén 1 del gen OCA2;
éste fue el Unico pico en el analisis del ligamiento que alcanzé una puntuacion de LOD superior a 3 (véase la Figura 3).

También el segundo GWA independiente (500 K SNP) en 481 mujeres del estudio de Rotterdam identifico la misma region
15q13.1 como la mas fuertemente asociada al color del iris. De nuevo, rs916977 en el gen HERC2 mostré la asociacion
mas fuerte con el color del iris (valor de p nominal = 2,08x10™*, valor de p empirico del genoma completo < 0,001).
Ademas, siete otros SNP de HERC2 que flanqueaban rs916977 en la region de 26,1-26,2 Mb (rs6497287, rs8041209,
rs8028689, rs2346050, rs6497292, rs2240202, rs12592730 de los que los tres ultimos no se incluyeron en el cribado de
250K en el estudio de ERF) alcanzaron significancia del genoma completo (valor de p < 0,001, valores de p nominales de
10™ a 10™", Figura 1b y 2b). Ademas, cuatro SNP intronicos (rs3930739, rs1448485, rs16950821, rs8024968) de OCA2
mostraron valores de p nominales <10® en el estudio de Rotterdam (Figura 2B). Ningun otro marcador fuera del gen
HERC?2 reveld asociacion significativa del genoma completo al color del iris en el estudio de Rotterdam usando el nivel de
P<0,001. Una region sobre el cromosoma 9 mostré significancia del genoma completo limite al nivel del 0,5%, pero no se
confirmo el estudio de asociacién de ERF o del ligamiento.

Para investigar adicionalmente la regiéon de 15q13.1, los presentes inventores examinaron la estructura de bloques de
haplotipos y el patron de desequlibrio de ligamiento en el estudio de ERF y de Rotterdam (Gabriel y col. 2002). El patrén
del desequlibrio de ligamiento fue similar en el estudio de ERF y de Rotterdam. Se identificaron tres bloques en ambas
poblaciones en las que el 3° bloque contenia el SNP de HERC2 rs916977 que mostraba la asociacion mas fuerte en
ambas poblaciones (estudio de ERF: valor de p para el bloque 3 = 5,94 6 3x10, estudio de Rotterdam: valor de P = 8,93
68,39 x10% (Tabla 2). El 2° y 3° bloque no estuvieron en fuerte desequlibrio de ligamiento en ambas poblaciones (estudio
de ERF: r2 =0,40; estudio de Rotterdam: r2=0,39). El 2° bloque esta fisicamente mas préximo al intron 1 del gen OCA2, la
region que se informo previamente que era la regién mas importante para el color del iris (Duffy y col., 2007). Este bloque
también mostrd algunas pruebas de asociacion al color del iris en el estudio de Rotterdam, pero en particular a un nivel de
significancia mucho menor en comparacion con el 3° bloque (valor de p nominal para el bquue=7,61><10'3). El segundo
bloque fue solo marginalmente significativo en el estudio de ERF (valor de p nominal del bloque 2 =0,01) (Tabla 2). El
blogque 1 también mostrd algunas pruebas de asociacion al color del iris en el estudio de Rotterdam, pero esto no esta
confirmado en el estudio de ERF. Ni el bloque 1 ni el bloque 2 alcanzaron significancia del genoma completo cuando se
ajustaron para multiples pruebas. Un haplotipo comin de 5 SNP del 3° bloque en el estudio de Rotterdam, CTCGA, se
encontré6 mas frecuentemente en personas con el color del iris azul (97%) que en aquellas con el color del iris marrén
(58,7%, color del iris intermedio: 76,5%) (Tabla 2). Se encuentra que el mismo haplotipo se asocia al color del iris en ERF
(faltando rs4932620 que no estaba presente en la matriz de 250k) con una frecuencia del 96,8% en aquellos con el color
del iris azul en comparacién con el 65,7% en marrones (intermedios: 91,9%). Se encuentran dos haplotipos adicionales en
ERF y ERGO y estan asociados al color del iris no azul (Tabla 2).

Tipado de SNP de la region de OCA2-HERC? en los estudios de ERF y de Rotterdam totales

Para confirmar el hallazgo de GWA, los presentes inventores tiparon rs916977 en HERC2 en los 2217 participantes del
estudio de ERF y en los 6056 participantes del estudio de Rotterdam disponibles (Tabla 1). Ademas, los presentes
inventores genotiparon los tres SNP en el intron 1 del gen OCA2 (rs11855019, rs6497268 y rs7495174) que informaron
recientemente que estan fuertemente asociados al color del iris (Duffy y col., 2007), pero no fueron parte de las matrices
de SNP de Affymetrix que usaron los presentes inventores. El SNP rs916977 esta localizado aproximadamente 168 kb
proximal de 5' de los tres SNP del intrén 1 del gen OCA2. La ultima regién también mostrd la mayor puntuacion de LOD en
el andlisis del ligamiento de los presentes inventores del estudio de ERF. Cuando se analizaron por separado e ignorando
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el desequlibrio de ligamiento, los cuatro SNP se asociaron fuertemente al color del iris en ambas poblaciones ampliadas
(p<5,0x10’76; véase la Tabla 3). Sin embargo, el SNP rs916977 del gen HERC2 mostré la mayor significancia estadistica
(1,9><1O'113 para ERF y <1,0x10°% para el estudio de Rotterdam). Si se incluyen los cuatro SNP juntos en el modelo de
regresion, rs916977 (ERF: 2,02x10™®; estudio de Rotterdam: p < 5,84x10""%), rs11855019 (ERF: 2,63x10%; estudio de
Rotterdam: 6,75x105) y rs7495174 (ERF: 9,71x10'9; estudio de Rotterdam: 5,09x10'9), siguieron estando
significativamente asociados al color del iris, siendo rs916977 claramente el marcador mas informativo de los cuatro
probados. El analisis de haplotipos basado en estos cuatro SNP en las dos poblaciones ampliadas mostré que el haplotipo
de TGTC (rs11855019, rs6497268, rs7495174 y rs916977) se encontrd en el 75,5% de los participantes del estudio de
ERF y en el 81,2% del estudio de Rotterdam. Este haplotipo se encontré generalmente en individuos con iris azules, y en
frecuencia significativamente menor en aquellos con color del iris marrén e intermedio (estudio de ERF: 92,0%, 55,6% y
79,4%; estudio de Rotterdam: 91,2%, 55,3% y 72,1%) (Tabla 4). Los presentes inventores observaron 10 haplotipos
adicionales en el estudio de ERF y de Rotterdam. Todos estos se encontraron en una mayor frecuencia en individuos con
el color del iris marrén en comparacion con aquellos con el color del iris azul (excepto para el haplotipo CTTC).

Prediccién del color del iris basandose en genotipos de SNP

Primero, los presentes inventores evaluaron el valor predictivo del rs916977 deHERC2, el SNP repetido en ERF (GWA y
ligamiento) y el estudio de Rotterdam (GWA), junto con los tres SNP en el intron 1 del gen OCA2 (rs11855019, rs6497268
y rs7495174) identificados por Duffy y col. (Duffy y col., 2007) y posteriormente lo confirmaron en el estudio de ERF y de
Rotterdam. La Figura 5a muestra la exactitud discriminatoria para la prediccién del color del iris marrén en los datos
estudio de Rotterdam y de ERF basandose en los cuatro SNP. El ABC para la prediccion del color del iris marrén fue 0,81
en el conjunto de datos de derivacion, 0,81 en el conjunto de datos de validacién interna del estudio de Rotterdam y 0,79
en la poblaciéon de ERF total. Para el color del iris azul, estos valores fueron ligeramente inferiores, pero comparables
(0,80, 0,80 y 0,76; datos no mostrados). El angulo agudo en las curvas de ROC sugiere una funcién dominante para uno
de los SNP, que fue rs916977. La Figura 5b compara la prediccion del color del iris marron basandose en los cuatro SNP
con la basada para el SNP mas fuertemente asociado, rs916977, por si misma. Notoriamente, el ABC para la prediccion
del color del iris marron basada unicamente en rs916977 fue 0,78 en el estudio de Rotterdam y 0,71 en el estudio de ERF.
Basandose en el estudio de Rotterdam, la probabilidad predicha del color del iris marron fue 10,3% para portadores
homocigdéticos del principal alelo C de rs916977, 63,3% para heterocigoéticos y 84,7% para no portadores. Aunque ninguno
de los genes previamente implicados en el color del iris tales como MATP, ASIP, TYRP1, CYP1A2, CYP2C8 y CYP2C9
(Kanetsky y col., 2002; Frudakis y col., 2003; Graf y col., 2005) alcanzé significancia del genoma completo en dos estudios
de GWA independientes de los presentes inventores, ni mostraron pruebas convincentes para ligamiento en el estudio de
ERF, los presentes inventores evaluaron todos los SNP que cubrian aquellos genes en el conjunto de datos de los
presentes inventores del estudio de ERF y de Rotterdam. El Unico gen que mostr6é pruebas coherentes de asociacién al
color del iris en el estudio de ERF y de Rotterdam fue TYRP1. Hubo 8 SNP consecutivos (rs668603, rs497500, rs619678,
rs650283, rs678535, rs500021, rs965209 y rs7857363) que mostraron pruebas significativas nominales de asociacion
(0,01<p<0,02). La adicién de estos SNP al modelo de prediccion en la muestra de Rotterdam (n=491) mejord el valor
marginalmente predictivo (aumento del ABC de 0,81 a 0,84).

En el modelo final de los presentes inventores, los presentes inventores afiadieron cuatro SNP de OCA2 adicionales
(rs768547, rs3751651, rs1448488 y rs730502), que los presentes inventores obtuvieron de analisis de regresion
retrospectiva multiple (P<0,02) cuando se ajusta para el efecto de los 41 SNP disponibles del gen OCA2 en el estudio de
Rotterdam (después del control de calidad). La adiciéon de estos cuatro SNP al modelo que incluye rs916977 de HERC?2,
los tres SNP del intron 1 en OCA2 y los 8 SNP de TYRP1 mejoraron el ABC a 0,87. En todos los analisis, rs916977 de
HERC?2 sigui6 siendo el SNP que dirigia el valor predictivo.

Distribucién espacial de alelos de rs916977 y correlacién con el color del iris en toda Europa

Una inspeccién de las frecuencias de alelos de rs916977 en 23 poblaciones de distribucion de ambito europeo (de las
cuales el estudio de Rotterdam era una) mostraron que el alelo C, asociado al color del iris azul en los dos estudios de
GWA, fue mas frecuente en el norte de Europa (la regién en la que el color del iris azul es el rasgo principal), y el alelo T,
asociado al color del iris marron en los dos estudios de GWA, fue mas frecuente en el sur de Europa (la region en la que el
color del iris marron es el rasgo principal) (Figura 6A). Un andlisis de autocorrelacion espacial reveld que las frecuencias
de alelos de rs916977 en las 23 poblaciones europeas estudiadas siguieron una distribucion clinal estadisticamente
significativa en toda Europa (Figura 6B). En la Figura 6A, los presentes inventores superpusieron las frecuencias de alelos
de rs916977 en las 23 poblaciones europeas estudiadas sobre la distribucién de fenotipos del color del iris en toda
Europa. Como es evidente, hay una clara relacion entre la distribucién del alelo C con la del color de iris claro e inversa la
distribucién del alelo T con la del color del iris oscuro en Europa. Obsérvese que la mayor frecuencia de rs916977C en
Finlandia y Suecia también mostré la mayor frecuencia de color del iris claro (>80%). Para probar formalmente esta
relacién, los presentes inventores dedujeron los fenotipos del color del iris para las 23 poblaciones estudiadas a partir de
las clases del color del iris representadas en la figura (desafortunadamente, en la medida que saben los presentes
inventores, los datos en bruto para esta cifra nunca se publicaron) y revelaron una correlacién altamente positiva entre la
distribucién de alelos de rs916977 y la distribucién de fenotipos del color del iris deducidos (r de Pearson=0,7).
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Para concluir, los presentes inventores identificaron el SNP intrénico rs916977 a partir del gen HERC2 como el marcador
mas significativamente asociado a la variacion del color del iris humano a un nivel del genoma completo en dos muestras
de poblaciones independientes de Los Paises Bajos y como marcador con mayor valor de prediccion para el color del iris.
Los hallazgos de los inventores sugieren que las variantes genéticas que regulan la expresion del gen OCA2 existen en el
gen HERC?2 o, alternativamente, dentro de la secuencia corta entre los genes OCA2 y HERC2, que causa la variacion del
color del iris en seres humanos.

Los datos de los presentes inventores también sugieren que los marcadores genéticos propuestos aqui, rs916977 (y
cualquier marcador estrechamente ligado en particular), son de valor para la prediccion del color de los ojos en personas
desconocidas para aplicaciones forenses de identificacion humana. Esto es ciertamente aplicable a individuos de origen
europeo. Finalmente, necesita enfatizarse que cualquier aplicacion de marcadores genéticos para la prediccion del color
del iris u otros rasgos visibles para fines forenses requiere una clara base legal, que no existe en Los Paises Bajos.

Tabla 1 Caracteristicas de las poblaciones de los estudios

Frecuencia del color del iris

Tamario de la poblacion, N (%) Azul Intermedio Marrén
Cribados de GWA independientes
Muestra basada en la poblacién del
estudio de ERF 192 4D.6 16,2 43,2
Mujeres 95 (49,5) 39,0 16,8 442
Hombres 97 (50,5) 42,3 15,4 42,3
Edad media, afios (DE) 31,7 (6,6) 32,5(4,9) 30,2 (6,9)
Muestra basada en la poblacién del
estudio de Rotterdam 481 67,3 10,0 22,7
Mujeres 481 (100) 67,3 10,0 22,7
Hombres 0 NA NA NA
Edad media, afios (DE) 68,9 (3,7) 68,1 (4,1) 67,8 (3,8)
Replicacion de regiones candidatas
Estudio de ERF basado en familias
totales 2217 41,1 20,9 38,0
Mujeres 1248 (56,3) 38,4 21,6 40,0
Hombres 969 (43,7) 446 19,9 35,5
Edad media, afios (DE) 49,7 (145) 495(13,9) 47,7 (14,1)
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(continuacion)
Estudio de Rotterdam basado en la
poblacién total 6056 67,6 9,7 22,7
Mujeres 3565 (58,9) 66,6 10,9 22,6
Hombres 2491 (41,1) 69,3 7,8 22,9
Edad media, afios (DE) 69,3 (8,9) 68,6 (8,8) 68,2 (8,7)

Los valores son porcentajes a menos que se indique lo contrario. NA = no aplicable, el cribado de GWA en el estudio de
Rotterdam se realizé en mujeres solo.

Tabla 2. Asociacion de bloques de haplotipos con el color del iris humano en la region 25,86-26,19 Mb del cromosoma 15
de dos estudios de GWA independientes de Los Paises Bajos.

Frecuencia (%) Frecuencia de color del iris (%)

Conjunto de Bloque de Haplotipo Todos Azul  Intermedio Marrén Chi al Valores
muestras haplotipos” cuadrado dep
Estudio de ERF 1% GATA 70,1 75,0 74,2 65,1 3,73 0,44
N=192 GGCG 23,4 17,3 19,4 28,9
AGCG 6,1 7,7 6,4 4,8
2x CGA 69,5 72,1 72,4 49,2 14,3 0,01
CGG 222 20,2 19,5 249
TAG 15,9 7,6 8,1 26,7
3* CTCA 82,5 96,8 91,9 65,7 29,6 5,93x10°
CTTA 11,2 8,1 20,5
ACTG 6,1 1,3 0 13,2
Estudio de 1* GATA 77,7 81,9 75,5 68,2 13,7 8,27x10°
Rotterdam
N=481 GGCG 16,0 11,8 17,0 26,6
AGCG 6,0 6,2 53 5,1
2* CGA 75,6 79,5 78,6 64,6 13,9 7,61x10°
CGG 13,4 12,9 9,7 15,3
TAG 10,3 74 9,5 18,9
K CTCGA 85,8 97,0 76,5 58,7 95,6 8,39x10%°
CTTGA 74 1,6 14,9 19,8
ACTGG 5,1 1,0 6,4 16,1

“bloque 1 incluye: rs17567007, rs1800411, rs1448488, rs12910433, bloque 2 incluye: rs16950821, rs8024968, rs6497254,
blogue 3 incluye: rs8041209, rs8028689, rs916977, rs4932620, rs2346050; * localizado dentro del gen OCA2, ** localizado
dentro del gen HERC2
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Tabla 5. Todos los SNP asociados al color del iris al nivel de significancia del genoma completo del conjunto de datos de
lllumina 300 Duo en 733 participantes de ERF

Marcador de | Gen Valor de p | Valorde p nominal | Genotipo Frecuencia del
SNP del genoma color del iris
completo
Azul Intermed. Marrén
rs8039195 HERC2 | <0,01 <107 TT 0,5479 0,2035 | 0,2485
TC 0,0855 0,2303 | 0,6842
cc 0 0 1
rs1667394 | HERC2 | <0,01 <10 TT 0,58 0,2058 | 0,2141
TC 0,0791 0,226 | 0,6949
cc 0 0 1
rs7183877 HERC2 | <0,01 1,73 ™ TT 0,4863 0,2072 | 0,3065
GT 0,1098 0,2195 | 0,6707
GG 0 0 1
rs16950979 | HERC2 | <0,01 3,356 TT 0,4824 0,2044 | 0,3132
TC 0,058 0,2319 | 0,7101
cC 0 0 1
rs8028689 HERC2 | <0,01 3,67E™ TT 0,4817 0,205 | 0,3133
TC 0,058 0,2319 | 0,7101
cc 0 0 1
rs2240204 HERC2 | <0,01 3,67E™ TT 0 0 1
CT 0,058 0,2319 | 0,7101
cc 0,4817 0,205 | 0,3133
rs16950987 | HERC2 | <0,01 4,39 TT 0 0 1
CT 0,058 0,2319 | 0,7101
cC 0,4799 0,2057 | 0,3144
rs1597196 | OCA2 <0,01 <107 TT 0,122 0,2195 | 0,6585
GT 0,25 0,2069 | 0,5431
GG 0,5779 0,206 | 0,2161
rs4778138 | OCA2 <0,01 <107 TT 0,5756 0,2144 | 0,2099
TC 0,1779 02115 | 0,6106
cc 0,05 0 0,95
rs4778241 OCA2 <0,01 <10 T 0,5578 0,2133 | 0,2289
GT 0,1961 0,201 | 0,6029
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(continuacion)

GG 0,1176 0,1176 | 0,7647

rs7495174 | OCA2 <0,01 <107 TT 0,5226 02134 | 0,264
TC 0,0357 0,1875 | 0,7768

cc 0 0 1

rs4778232 | OCA2 <0,01 5,00E™ TT 0,1636 0,1818 | 10,6545
CT 0,3404 0,1879 | 04716

cc 0,5629 0,2275 | 0,2096

rs7179994 | OCA2 <0,01 5,46E™ TT 0,5315 0,2017 | 0,2668
TC 0,2034 0,226 | 0,5706

cC 0,1765 0,1765 | 0,6471

rs3794604 | OCA2 <0,01 1,99 TT 0,125 0,1667 | 0,7083
CT 0,2556 0,2056 | 0,5389

cc 0,5226 0,2108 | 0,2667

rs1635168 HERC2 | <0,01 2,74 TT 0 0 1
GT GT 0,0548 02329 | 0,7123

GG 0,484 0,205 | 0,3109

rs8024968 | OCA2 <0,01 4,127 TT 0,125 0,1667 | 0,7083
CT 0,2623 0,2022 | 0,5355

cc 0,5216 02112 | 0,2672

rs2594935 | OCA2 <0,01 1,00E™ TT 0,5737 0,2038 | 0,2226
CT 0,33 0,1987 | 04714

cc 0,2182 0,2727 | 0,5091

rs728405 OCA2 <0,01 1,950 TT 0,5314 0,1816 | 0,287
TG 0,2624 0,2525 | 0,4851

GG 0,1304 0,3043 | 0,5652
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para predecir el color del iris de un ser humano a partir de una muestra de acido nucleico que
comprende ensayar uno o mas polimorfismos en el gen HERC2 y basandose en los resultados del ensayo predecir el
color de los ojos, en el que el uno o mas polimorfismos se seleccionan del grupo constituido por rs916977, rs8028689,
rs6497287, rs8041209, rs6497292, rs2240202, rs2346050, rs12592730, rs7183877, rs2240204, rs8039195, rs16950979,
rs16950987, rs1667394 y rs1635168 y cualquier marcador en el gen HERC2 en desequilibrio de ligamiento genético con
dichos polimorfismos.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el polimorfismo es rs916977.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la prediccién es ojos azules si el polimorfismo rs916977 tiene la
secuencia CC que considera ambos cromosomas homadlogos (o GG si se consideran las bases complementarias), ojos
marrones si la secuencia de nucleétidos es TT (o AA si se consideran las bases complementarias).

4. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que los polimorfismos predicen los colores de los ojos de la siguiente
manera: rs8028689: CC marrdén y TT azul, rs6497287: AA azul y GG marrén, rs8041209: AA marron y CC azul,
rs6497292: AA azul y GG marron, rs2240202: AA marrén y GG azul, rs2346050: AA azul y GG marron, rs12592730: AA
marrén y GG azul, rs7183877: TT azul y GG marrén, rs2240204: TT marron y CC azul, rs8039195: TT azul y CC marrén,
rs16950979: AA azul y CC marron, rs16950987: TT marron y CC azul, rs1667394: TT azul y CC marrdn y rs1635168: TT
marrén y GG azul.

5. Un procedimiento de indicacién del color del iris humano detectando una existencia de nucleétidos para un polimorfismo
de un solo nucledtido (SNP), que comprende:

(i) incubar una muestra que comprende un polinucleétido con un miembro del par de unidn especifico, en el que el
miembro del par de unién especifico se une especificamente a o préximo a un polinucleétido que se sospecha que
es polimérfico, comprendiendo el polinucleétido una de las existencias de nucleétidos correspondientes a al menos
uno de los polimorfismos rs916977, rs8028689, rs6497287, rs8041209, rs6497292, rs2240202, rs2346050,
rs12592730, rs7183877, rs2240204, rs8039195, rs16950979, rs16950987, rs1667394 y rs1635168 o cualquier
combinacién de los mismos o cualquier marcador en el gen HERC2 en desequilibrio de ligamiento genético con
dichos polimorfismos; y ii) detectar la unidn selectiva del miembro del par de unién especifico, en el que la union
selectiva es indicativa de la presencia de la existencia de nucleétidos, detectando asi la existencia de nucleétidos
para el polimorfismo.
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Fig. 3
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Fig. 3 continuacion
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Fig. 3 continuacion
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Fig. 3 continuacioén
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Fig. 3 continuacioén
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Fig. 3 continuacioén
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