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DESCRIPCION
Método para discriminar polimorfismos mononucleotidicos (SNP)

La presente invencion proporciona un método para discriminar polimorfismos mononucleotidicos (SNP) que ofrece
una sensibilidad y especificidad mejoradas.

Un polimorfismo mononucleotidico (SNP) es un cambio de una sola base o mutacién puntual, pero incluye también
las denominadas mutaciones “indel” (inserciones o deleciones de un nucleétido), que da como resultado la variacion
genética entre individuos. Los SNP, que constituyen aproximadamente un 90 % de toda la variacion genética
humana, aparecen cada 100 a 300 bases a lo largo del genoma humano de 3.000 millones de bases. Sin embargo,
los SNP pueden aparecer mucho mas frecuentemente en otros organismos como virus. Los SNP pueden aparecer
en regiones de codificacion o de no codificacion del genoma. Un SNP en la regién de codificacion principal puede
cambiar o no la secuencia de aminoacidos de un producto proteico. Un SNP en una region de no codificacion puede
alterar los sitios promotores o procesadores y puede afectar a la transcripcion y/o procesamiento génicos. El
conocimiento de si un individuo tiene SNP particulares en una region genémica de interés puede proporcionar
suficiente informacion para desarrollar aplicaciones de diagnéstico, preventivas y terapéuticas para una variedad de
enfermedades.

Existen muchos métodos para genotipar SNP. Un requisito clave de un método de genotipado de SNP es que
distinga inequivocamente entre las variantes alélicas presentes. Como los seres humanos son diploides, existen tres
posibles genotipos para un SNP bialélico: que el paciente tenga una secuencia de tipo silvestre homocigotica, una
secuencia mutada homocigética o la secuencia heterocigética. La mayoria de estos métodos pueden separarse en
cuatro grupos basados en los mecanismos celulares: hibridacion especifica de alelo, ligamiento de oligonucledtidos
especifico de alelo, extension de cebador y secuenciacion.

Mas recientemente, la aparicion de la PCR instantanea ha permitido el desarrollo de métodos homogéneos para la
deteccion de SNP tales como el analisis de la curva de fusién de sondas de FRET y el ensayo de nucleasa
fluorogénica 5, también conocido como el ensayo TagMan®. Estos métodos son atractivos porque se logra la
amplificacion de sefal y la deteccion alélica en un solo tubo cerrado. Usan sondas oligonucleotidicas especificas de
alelo fluorogénicas (ASO) y se llevan a cabo generalmente en termocicladores instantdneos que comprenden un
fluorimetro integrado. Estos métodos requieren un disefio de sonda asi como una composicién de tampén y ajuste
de las condiciones de ciclado por PCR apropiados. Por tanto, en estas condiciones de ciclado, una de las variables
mas importantes para optimizar es la temperatura de asociacion (T,), que es la temperatura que permite la union de
los cebadores a hebras de ADN sencillas. Una T, baja puede causar la sintesis de productos de PCR no especificos,
mientras que el uso de una T, alta puede reducir el rendimiento de un producto de PCR deseado. Por consiguiente,
el uso de una T, 6ptima minimiza, pero no evita, la hibridaciéon cruzada del ADN diana con un cebador incluso en
presencia de un desapareamiento. La diferencia en eficacia de la amplificacién por PCR entre los cebadores puede
no ser suficientemente grande para permitir una facil discriminacion entre el nucleétido normal y el nucleétido
mutado.

Para mejorar la deteccion de SNP por PCR instantanea, se ha optimizado la monitorizacién de fluorescencia.

El analisis de la curva de fusion de sondas de hibridacion de FRET es una tecnologia patentada por la Universidad
de Utah (documento WO-A-97/46707). En su configuracion mas sencilla, la mezcla de reaccion incluye dos sondas
oligonucleotidicas que hibridan con regiones adyacentes de la secuencia diana. Los extremos 3’ y 5’ adyacentes de
las dos sondas se marcan con tintes fluorescentes. La luz fluorescente emitida por el “donante” excita el fluoréforo
del “aceptor”, creando un complejo fluorogénico Unico. El complejo se forma solo cuando las sondas se unen a sitios
adyacentes en ADN amplificado. Una vez se completa la amplificacion por PCR, se genera una “curva de fusiéon”
mediante calentamiento lento del heteroduplex de amplicon/sonda y medida de los cambios de fluorescencia
resultantes de la disociacion de la sonda y el amplicon. El principio del analisis de la curva de fusion es que cada
ADN bicatenario tiene su propia temperatura de fusiéon (Tm) especifica, que se define como la temperatura a la que
un 50 % del ADN se vuelve monocatenario. Por tanto, la curva de temperatura difiere en los alelos normal y mutante.
El desapareamiento mononucleotidico entre la sonda mutada y el alelo de tipo silvestre causa que la sonda se
disocie o funda a una temperatura menor que el complejo formado con el alelo mutante.

Aunque esta tecnologia puede usarse para identificar SNP en un acido nucleico, sufre no obstante algunos
inconvenientes en aplicaciones practicas. Como las diferencias en las secuencias entre los dos tipos de alelos son
muy pequefas, es muy posible que la sonda disefiada para unirse preferentemente a un tipo de amplicon muestre
también unién al otro tipo de amplicén. Por ejemplo, en el caso de sustitucion como SNP, el efecto sobre la cinética
de fusion de los productos de PCR es demasiado pequefio para detectarse fiablemente.

Una alternativa comun al enfoque de la curva de fusidn es usar sondas de hidrdlisis (TagMan®). Esta técnica se da
a conocer en la solicitud internacional WO-A-92/02638. El ensayo de exonucleasa 5’ usa inactivacion por FRET para
analizar el ADN diana amplificado por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Las sondas son oligonucleétidos
que contienen restos fluoréforos e inactivadores localizados preferiblemente en los extremos 5’ y 3. El enfoque usa
dos sondas de ASO marcadas complementarias de los alelos mutante y normal. Las dos sondas contienen
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diferentes tintes fluorescentes indicadores, pero comparten un tinte inactivador comin. Cuando estan intactas, las
sondas no tienen fluorescencia debido a la proximidad de los tintes indicador e inactivador. Durante la fase de
asociaciéon de la PCR, las dos sondas compiten por la hibridacién a sus secuencias diana en 5 de los sitios
cebadores. La sonda hibridada se escinde posteriormente por la actividad 5 nucleasa de la polimerasa de
Thermophilus aquaticus (Taq) a medida que se extiende el cebador. Esto da como resultado la separacion de los
tintes indicadores del inactivador, causando aumentos significativos de la emisién de fluorescencia. El genotipado se
determina mediante la medida de la intensidad de fluorescencia de los dos tintes indicadores después de
amplificacion por PCR. Puesto que las sondas TagMan® se digieren durante la amplificacion por PCR instantanea,
no estan disponibles sondas para el analisis de la curva de fusion postamplificacion. Explotando esta tecnologia de
ensayo de nucleasa 5’ clasico, se genera una sefal de fluorescencia independiente de la temperatura durante el
proceso de PCR por la degradacion por exonucleasa de una sonda TagMan hibridada.

Este método necesita un disefio cuidados de las sondas para permitir la discriminacion de las dianas polimérficas, ya
que las sondas perfectamente coincidentes se degradan preferentemente y generan aumentos de la sefal de
fluorescencia. Como se afirma anteriormente para el analisis de la curva de fusion, esta técnica genera problemas
similares de riesgo de artefactos.

Por tanto, sigue existiendo demanda de métodos altamente sensibles que sean utiles para determinar SNP en
secuencias de acido nucleico.

La amplificacion instantanea ha permitido el desarrollo de ensayos cualitativos de genotipado de SNP como se
expone anteriormente, pero también de ensayos cuantitativos para la expresion génica o medida de la carga virica.
En estos campos, los datos obtenidos durante la amplificacion se usan para determinar la cantidad de acido nucleico
diana en la muestra original. Han sido necesarios un monton de estudios para efectuar ensayos cuantitativos y
existen varios métodos. En el caso del proceso de amplificacion NASBA, asociado a la deteccién de balizas
moleculares, se ha descrito un método para la cuantificacion de las cargas viricas en Nucleic Acids Research, 2002,
vol. 30, n°6 e26. Este método permite determinar la cantidad de ARN de VIH-1 en una muestra original. La
evaluacion de esta cantidad esta basada en la cinética de la fluorescencia generada por la combinacién tanto de la
velocidad de transcripcion de NASBA como de la velocidad de asociacién de la baliza con su amplicén/diana
especifico. Cuando se coamplifica el ARN de tipo silvestre (WT) en presencia de una cantidad fija de ARN calibrador
(Q), se determina una variable de cuantificacion por el cociente de

k1wtVwi/ki,aVa

siendo ki arn (que representa kiwr y ki,q) la constante de la velocidad de reaccién de uniéon de la baliza molecular y
Varn (que representa Vwt y Vq) la velocidad de transcripcion. Un montén de estudios con ensayos de VIH-1 han
mostrado que esta variable de cuantificacion es de hecho una estimacion robusta de la concentraciéon de ARN WT a
concentraciones de ARN calibrador fijas.

Berard C. et al. (2004) describen un ensayo NASBA instantaneo con sondas de baliza molecular en el que la
relacion de sonda abierta/cerrada de los datos de sefal fluorescente brutos se usa como variable discriminatoria
para discriminar entre SNP heterocigéticos u homocigéticos (Biotechnigues, vol. 37, n° 4, p. 680-685).

Al contrario que todas las expectativas, los inventores de la presente invenciéon han encontrado que la variable de
cuantificacion citada anteriormente ks wtVwi/k1,qVa, como se usa para ensayos basados en NASBA cuantitativos,
puede usarse como variable discriminatoria para ensayos de genotipado de SNP, con mucho mejores resultados
que la clasificacién basada en las sefiales de fluorescencia solas.

Por tanto, la presente invencion es un método para genotipar en ensayos de tipado aplicados a una muestra
biolégica, conteniendo la muestra un acido nucleico diana de interés, y siendo susceptible el acido nucleico diana de
contener un polimorfismo mononucleotidico (SNP), que comprende las etapas de:

- efectuar una amplificacion instantanea de la diana, generando multiples copias de amplicones, en
presencia de al menos dos sondas marcadas diferentes, permitiendo cada sonda la deteccion instantanea
de la posicion de SNP tanto del tipo silvestre como de al menos una posible mutacion,

- evaluar el valor o valores de la variable discriminatoria basandose en las sefales de cada combinacion de
dos sondas de deteccion, y

- discriminar entre los genotipos.

En caso de un ensayo bialélico, la discriminacion entre genotipos tiene lugar para identificar el mutante
heterocigoético del tipo silvestre homocigético o mutante homocigotico.

El poder discriminatorio del valor de la variable discriminatoria esta basado en las constantes de la velocidad de
reaccion de asociacion relativa (k4), puesto que las relaciones de velocidad de transcripcion se cancelan como se
explica a continuacion.
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En los ensayos de tipado, la teoria tras los valores de ki es mas compleja que para los ensayos cuantitativos con
calibradores bien disefiados debido a la reactividad cruzada de las sondas con diferentes tipos de amplicones. Por
tanto, para ensayos de tipado bialélico, tienen que distinguirse cuatro constantes de velocidad de reaccion de union:

* kwr w: que refleja la constante de velocidad de reaccion de una sonda de tipo silvestre que se une a un amplicéon
de tipo silvestre,

* kwtm: que refleja la constante de velocidad de reaccion de una sonda de tipo silvestre que se une a un amplicon
mutado,

* KmywT: que refleja la constante de velocidad de reaccion de una sonda mutada que se une a un amplicén de tipo
silvestre,

* Km_m: que refleja la constante de velocidad de reaccion de una sonda mutada que se une a un amplicon mutado.

Debido a la especificidad de las sondas, el valor de km_wTt €s considerablemente menor que el valor de kwr,wty
esta afirmacion se aplica de forma similar también a kwrm respecto a km_m.

Aunque los ensayos de tipado son por definicion de naturaleza no cuantitativa, la variable de cuantificacion que
puede derivarse de las dos curvas de fluorescencia puede usarse como variable discriminatoria para clasificacion.
Para explicar esto, se considera un ensayo de tipado bialélico. En el caso de una muestra homocigética, existe solo
un tipo de ARN de amplicon, y ambas balizas se unen a él. Por tanto, la velocidad de transcripcion hace referencia
solo a un tupo de amplicén (amplicén de tipo silvestre o mutado).

Si se considera la amplificacion de la diana homocigética de tipo silvestre, se usa la sefial generada por la sonda de
tipo silvestre para evaluar el valor de kwr,wtVwr, siendo Vwr la velocidad de transcripciéon del amplicén de tipo
silvestre. Como el amplicén es el Unico producido, se usa la sefial generada por la sonda mutada para evaluar el
valor de kn _)WTVWT. Por lo tanto, el cociente usado en los ensayos cuantitativos kiwtVwi/ki1qQVa se reduce a
kWT_)WTVWT/km_)WTVWT que a su vez se reduce a kWT_)WT/km_)WT, puesto que la velocidad de transcripcion se cancela.
Por consiguiente, segun una realizacion del método, se realiza la evaluacion del valor de la variable discriminatoria
para el tipo silvestre homocigético mediante la evaluacion de la relacion kwr,w/km ywT 0 SU reciproco.

De forma similar, para el genotipo mutado homocigético, el cociente se reduce a kwt,mVm/km_mVm y posteriormente
a kwr,m/km_m. Resultara evidente que la primera relacion (kwt wt/km_ wr) Sera numericamente considerablemente
mayor que la segunda (kwr,m/km_m). Posteriormente, segun una realizacion del método, se realiza la evaluacion del
valor de la variable discriminatoria para el tipo mutante homocigético mediante la evaluacion de la relacion de
kwt_ym/km_m O SU reciproco.

En el caso de genotipo heterocigético, existen dos dianas diferentes. Cuando los materiales de partida de la
amplificacién son ADN, resultara evidente que las concentraciones de amplicones en la muestra después de la
amplificaciéon son idénticas, puesto que ambos alelos estan presentes en la misma cantidad. También, debido a la
diferencia muy pequefia en la secuencia diana, las velocidades de transcripcion de los amplicones se consideraran
idénticas. El cociente se reduce ahora a una combinacion de kwr-wt Y kwr,m en el numerador, que refleja la union
de la sonda de tipo silvestre, y una combinacion de km_m Y km_wr €n el denominador, que refleja la union de la sonda
mutada. Debido a las concentraciones iguales de los dos genes, esta combinacion es una adicion y el cociente es
por lo tanto (kwr wt + kwt,m)/(km,m *+ km_wr). Por consiguiente, segun una realizacion del método, la evaluacion del
valor de la variable discriminatoria para el tipo heterocigotico se realiza mediante la evaluacion de la relacion (kwr,wr
+ kwrym) / (Kmym* km_wT) O SU reciproco.

Un trabajador experto apreciara que es posible, a partir de las ensefianzas de la presente invencion, usar relaciones
para evaluar la presencia de SNP que pueden desviarse ligeramente de la relacion segun la invencién mencionada
anteriormente, pero funcionar no obstante. Por ejemplo, en lugar de una adicién, son también concebibles una
operacion de sustraccion, multiplicacion o division. Cualquier otra solucién que haga uso de estas relaciones caera
dentro del alcance de proteccion de dicha invencion.

Puesto que las relaciones de velocidad de transcripcion se cancelan y solo permanecen las velocidades de union de
sonda, el valor de la variable discriminatoria observado es independiente de la cantidad exacta de diana, cebadores
y enzimas, e independiente de la actividad de las enzimas. Por tanto, el valor de la variable discriminatoria puede ser
util en ensayos de genotipado que impliquen otros métodos de amplificaciéon que NASBA, como por ejemplo PCR.

Segun una realizacién del método, se realiza la evaluacion del valor de la variable discriminatoria para cada
combinaciéon de dos sondas de deteccion mediante la evaluacion de las constantes de velocidad de reaccion de
asociacion relativa (k1) de reacciones en que las dos sondas de deteccion se unen a los amplicones.

Segun ofra realizacion del método, se realiza la evaluacion del valor de la variable discriminatoria para cada
combinacién de dos sondas de deteccion mediante la evaluaciéon de las constantes de velocidad de reaccion de
disociacion relativa (k2) de reacciones en que las dos sondas de deteccion se disocian de los amplicones.
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Por tanto, la evaluaciéon del valor de la variable discriminatoria para cada sonda de deteccion permite determinar el
genotipo. La escala en que se expresa la variable discriminatoria puede dividirse en intervalos usando umbrales
cuyos valores dependen de las propiedades de la sonda. Por consiguiente, segun una realizacion del método, los
intervalos de valores que pueden alcanzar las variables discriminatorias derivadas de la combinacién de dos sefiales
de sonda pueden dividirse en intervalos usando umbrales, de tal modo que los valores que pueden alcanzar las
variable discriminatorias para cada genotipo se agrupen en uno de estos intervalos.

En el caso de un SNP bialélico, los valores que puede alcanzar la variable discriminatoria se dividen en tres
intervalos usando umbrales:

e Un intervalo menor contendra

o el agrupamiento de tipo silvestre homocigético si la primera sonda permite la deteccion del tipo
mutante mientras que la segunda sonda permite la deteccion del tipo silvestre. Las primera y
segunda sondas hacen referencia a la posicion de la velocidad de reaccién en la relacion de
variable discriminatoria. La velocidad de reaccion de la primera muestra esta en el numerador y la
velocidad de reaccion de la segunda muestra esta en el denominador.

o el agrupamiento de tipo mutante homocigoético si la primera sonda permite la deteccion del tipo
silvestre mientras que la segunda sonda permite la deteccion del tipo mutante;

e un intervalo superior contendra

o el agrupamiento de tipo silvestre homocigético si la primera sonda permite la deteccion del tipo
silvestre mientras que la segunda sonda permite la deteccion del tipo mutante.

o el agrupamiento de tipo mutante homocigético si la segunda sonda permite la deteccion del tipo
silvestre mientras que la primera sonda permite la deteccion del tipo mutante;

e un intervalo mediano (entre el intervalo inferior y superior, y no superpuesto) contendra el agrupamiento de
tipo heterocigotico.

Segun otra realizacion, la presente invencion es un método para genotipar en ensayos de tipado multialélicos en que
han de detectarse mas de dos categorias genéticas.

En caso de tener que usarse dos sondas, se aplican los mismos principios que se exponen anteriormente, pero el
intervalo de valores que puede alcanzar el valor discriminatorio ha de dividirse en mas de tres intervalos. Por
ejemplo, para ensayos de tipado trialélicos, un intervalo contendra el agrupamiento de resultados de tres alelos WT,
un intervalo los resultados de dos alelos de tipo silvestre y uno mutante, un intervalo un alelo de tipo silvestre y dos
mutantes y el cuarto los resultados de los tres alelos mutantes. Para ensayos de tipado trialélicos, los genotipos
pueden ser, por ejemplo, AAA, AAG, AGG y GGG. De forma similar, para los ensayos de tipado bialélicos, la
variable discriminatoria evalta k1,A_)A/k1,G_)A, (2k1,A_)A+k1,A_)G)/(2k1,(3_)A+k1/G_)G), (k1,A_)A+2 k1,A_)G) / (k1,G_)A+2 k1,G_)G) y
K1a _)G/k1,G G, respectivamente. Esto conduce entonces a cuatro intervalos diferentes, estando los dos grupos
medianos mas cerca entre si.

En caso de tener que usar tres 0 mas sondas, los valores de la variable discriminatoria pueden derivarse de cada
combinacion de dos curvas de fluorescencia. Han de usarse estrategias de combinacion multidimensionales que
usan los mismos principios.

Preferiblemente, la sonda contiene uno o mas nucleétidos y/o andlogos nucleotidicos que tienen una modificacion
que aumenta la afinidad. La sensibilidad a los polimorfismos se reduce porque aumenta la afinidad de la sonda por
el sitio polimérfico. Por tanto, la sonda puede reconocer varios amplicones, conteniendo cada amplicén un SNP
diferente conocido o desconocido. Igualmente, es concebible reemplazar nucleétidos individuales o algunos de un
cebador por otros nucleétidos, a condicion de que la especificidad de dichos cebadores y la temperatura de fusion
de dichos cebadores no se altere demasiado. Resulta evidente para el trabajador experto que, aparte de los
nucledtidos habituales A, G, C y T, pueden aplicarse también nucleétidos modificados tales como inosina, 2'-O-
metilo, etc. en cebadores y sondas. Son otros ejemplos al menos un nucleétido que contiene una base modificada
tal como 5-metildesoxicitidina, 5-dimetilaminodesoxiuridina, desoxiuridina, 2,6-diaminopurina, 5-bromodesoxiuridina
o cualquier otra base modificada que permita la hibridacién. Se encuentran nucleétidos modificados adicionales en
las patentes de EE.UU. n° 5.405.950 y 5.633.364 (ambas de Mock y Lovern). Las ensefianzas de la presente
invencion hacen posibles dichas modificaciones, partiendo del objeto en cuestion de las reivindicaciones.

Segun una realizacion del método, se efectia la amplificacion poniendo en contacto la muestra con un par de
cebadores, estando el cebador directo e inverso en ambos lados de la posicion de SNP. Cuando se efectua el
proceso NASBA, el cebador directo esta en 5’ y el cebador inverso esta en 3’ de la posicién de SNP. En caso de
efectuar la amplificacion por PCR, el cebador directo esta en 3’ y el cebador inverso esta en 5’ de la posicion de
SNP.
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Segun ofra realizacion del método, se efectua una amplificacion instantanea poniendo en contacto la muestra al
mismo tiempo con un par de cebadores y con al menos las dos sondas marcadas.

Segun cualquiera de las realizaciones del método, cada sonda permite la deteccion instantanea por hibridacion con
el amplicén, incluyendo el hibrido de sonda-amplicon dicha posicién de SNP.

De nuevo segun otra realizacion del método, cada sonda difiere de las demas por su marcaje, que proporciona una
sefial distinguible, y por su secuencia, que difiere en al menos un nucledtido.

La secuencia de sonda corresponde a la diana de tipo silvestre o a una posible mutacion.
En una realizacioén particular del método, las sondas estan constituidas por balizas moleculares.
En otra realizacion particular del método, la secuencia de acido nucleico diana es de ADN.

De nuevo en otra realizaciéon particular del método, la reaccién de amplificacion es un método de amplificacion
basado en la transcripcién, preferiblemente el método NASBA.

El proceso NASBA se describe en la patente europea n° EP-B-0.329.822. Aunque este proceso permite la
amplificacion de ARN, puede usarse para amplificar acido nucleico bicatenario como se describe en la solicitud de
patente europea EP-A-1.366.179. La ventaja principal de estos métodos frente a la PCR es que se efectian
isotérmicamente.

Es otro objeto de la presente invencion un kit de ensayo para la deteccion del genotipo en ensayos de tipado de
SNP aplicados a una muestra bioldgica, que comprende:

- un conjunto de cebadores oligonucleotidicos,

- al menos dos sondas oligonucleotidicas que comprenden una secuencia de acido nucleico sustancialmente
complementaria de al menos parte de la secuencia de acido nucleico amplificada, una sonda dedicada a la
identificacion del tipo silvestre y la otra sonda dedicada a la identificacion del tipo mutante, estando dotada
cada sonda con un marcaje detectable, diferente entre si, y

- reactivos de amplificacién adecuados.

En una realizacion particular del kit, se asocia al menos uno de los cebadores oligonucleotidicos, denominado
cebador directo, con un promotor de ARN polimerasa, preferiblemente una ARN polimerasa de T7.

En una realizacion particular del kit, comprende adicionalmente una sonda oligonucleotidica que contiene una
secuencia de acido nucleico capaz de hibridar con la region del acido nucleico amplificada usando el cebador directo
y el cebador inverso.

Finalmente, la invencion se refiere a un kit de ensayo en el que los reactivos de amplificacion adecuados posibilitan
un método de amplificacion basado en la transcripcion, preferiblemente el método NASBA.

DEFINICIONES

Segun la presente invencion, el término “alelo” hace referencia a una cualquiera o mas de las formas alternativas de
un gen o segmento de ADN dado: ambos o todos los alelos de un gen o segmento de ADN dado se refieren al
mismo rasgo o caracteristica, pero el producto o funcion codificado por un alelo particular difiere, cualitativa y/o
cuantitativamente, del codificado por otros alelos de dicho gen o segmento de ADN.

Por tanto, el término “multialélico” hace referencia a un locus polimérfico caracterizado por la presencia de mas de
un alelo. El término “bialélico” hace referencia a un locus polimoérfico caracterizado por dos alelos diferentes. Por
tanto, un SNP bialélico es un SNP multialélico.

El término “genotipo”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a la identidad de los alelos presentes en
un individuo o muestra. Tipicamente, se hace referencia al genotipo del individuo con respecto a un gen particular de
interés y, en individuos poliploides, se hace referencia a la combinacién de alelos que porta el individuo.

El término “genotipar” consiste en determinar el alelo especifico o el nucleétido especifico en el locus polimoérfico.

Se entiende por “acido nucleico” (AN) tanto ADN como ARN, ambos en cualquier configuracion posible,
concretamente, en forma de acido nucleico bicatenario (bc) o en forma de acido nucleico monocatenario (mc) o
como una combinacion de los mismos (en parte bc o mc). Dichos acidos nucleicos corresponden a una sucesion de
al menos dos desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos que comprenden opcionalmente al menos un nucleétido
modificado.

Este polinucleétido puede estar también modificado a nivel del enlace internucleotidico tal como, por ejemplo,
fosforotioatos, H-fosfonatos, alquilfosfonatos, a nivel del esqueleto tal como, por ejemplo, a-oligonucledtidos
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(documento FR-A-2.607.507) o ANP (M. Egholm et al., J. Am. Chern. Soc., 114, 1895-1897, 1992) o 2-O-
alquilrribosas. Cada una de estas modificaciones puede tomarse en combinacién a condicién de que esté presente
al menos un fosfato en el acido nucleico. El acido nucleico puede ser natural o sintético, un oligonucleétido, un
polinucleétido, un fragmento de acido nucleico, un ARN ribosémico, un ARN mensajero, un ARN transferente o un
acido nucleico obtenido mediante una técnica de amplificacién enzimatica tal como:

- PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), descrita en la patente de EE.UU. n° 4.683.195, patente de
EE.UU. n° 4.683.202 y patente de EE.UU. n° 4.800.159, y su derivado PCR-TI (PCR con transcripcion
inversa), en particular en un formato de una etapa como se describe en la patente EP-B-0.569.272;

- RCR (reaccién en cadena de reparacion), descrita en la solicitud de patente WO-A-90/01069;
- 3SR (replicacion de secuencia automantenida) con la solicitud de patente WO-A-90/06995;

- NASBA (amplificacién basada en la secuencia de acido nucleico) con la solicitud de patente WO-A-
91/02818; y

- TMA (amplificacion mediada por transcripcion) con U.S.

Dicho “acido nucleico” puede usarse como cebadores y sondas. El término “cebador” como se usa en la presente
memoria hace referencia a un oligonucleétido de origen natural (por ejemplo, como fragmento de restriccion) o
producido sintéticamente, que es capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis de un producto de extension de
cebador que es complementario de una hebra de acido nucleico (secuencia molde o diana) cuando se dispone en
las condiciones adecuadas (por ejemplo, tampén, sal, temperatura y pH) en presencia de nucleétidos y un agente
para polimerizacion de acido nucleico, tal como una polimerasa dependiente de ADN o dependiente de ARN.
Normalmente, un conjunto de cebadores consistira en al menos dos cebadores, un cebador “en 3" y un cebador “en
5, que definen conjuntamente el amplicon (la secuencia que se amplificara usando dichos cebadores).

La “secuencia diana” se define como la parte de la molécula de acido nucleico para detectar. Se amplifica mediante
cebadores y enzimas relacionadas con la amplificacién. La amplificacion conduce a la formacion de “amplicones”,
que son moléculas de acido nucleico que se detectan fisicamente por hibridaciéon con la sonda.

Como se usa en la presente memoria, el término “sonda” se pretende que comprenda una extension de nucledétidos
que hibridan con el amplicon. Preferiblemente, la parte hibridante es una extensién de 10-50, mas preferiblemente
15-35, lo mas preferiblemente 15-30 nucledtidos. La sonda segun la invencion es preferiblemente una denominada
baliza molecular (BM). Se ha descrito una clase de sondas oligonucleotidicas, a la que se hace referencia como
balizas moleculares, que facilitan la deteccion homogénea de secuencias diana de acido nucleico especificas (Piatek
et al. (1998) Nature Biotechnology 16: 359-363; Tyagi y Kramer (1996) Nature Biotechnology 14: 303-308). Las
balizas moleculares son oligonucleétidos monocatenarios que tienen una estructura de tallo-bucle. La porcion de
bucle contiene la secuencia complementaria con el amplicon (de ADN o ARN). El tallo esta formado por la
hibridacién de la secuencia complementaria del extremo 3’ con el extremo 5'. El tallo puede no estar relacionado con
el amplicon y es bicatenario. Un brazo del tallo se marca con un tinte fluorescente (fluoréforo), mientras que el otro
se acopla con un resto inactivador. En el estado de tallo-bucle, la sonda no produce fluorescencia debido a que la
energia del fluoréforo se transfiere a la molécula inactivadora. Cuando la baliza molecular hibrida con el amplicon, se
pierde la estructura de tallo-bucle y se separan inactivador y fluoréforo. En esa etapa, la fluorescencia emitida por el
fluoréforo puede detectarse y cuantificarse.

El término “variable discriminatoria” significa una variable de respuesta que puede derivar de las respuestas
observadas de dos sondas, y que puede usarse para la clasificacion final. La “variable discriminatoria” puede
llamarse también “variable de cuantificacion”, que puede derivar de las curvas de fluorescencia.

Se describira ahora adicionalmente la invencién, a modo de ejemplos, con referencia a los dibujos adjuntos, en los
que:

- La Figura 1 representa los resultados obtenidos con una técnica segun el estado de la técnica. La sefial de
fluorescencia observada aumenta para las dos sefales de balizas moleculares, no conduciendo a una
discriminacion suficiente. Leyenda: A, genotipo AA; G genotipo GG; H, genotipo heterocigético GA.

- La Figura 2 representa los resultados obtenidos con la técnica segun la presente invencion. Se representan
los valores de la variable de cuantificacion en el eje vertical de una escala logaritmica frente a la relacion de
relaciones de fluorescencia de la figura 1. El tnico modo de conseguir la discriminacion requerida entre los
grupos esta basado en el valor de la variable de cuantificacion representado en el eje vertical. Leyenda: A,
genotipo AA; G, genotipo GG; H, genotipo heterocigdtico GA.

Ejemplo:

La trombosis es una dolencia humana importante, que mata a cientos de miles y debilita a millones cada afio por
infarto de miocardio, embolia pulmonar o apoplejia. Los factores de riesgo incluyen tanto afecciones hereditarias
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como adquiridas. Generalmente, podria surgir una tendencia a la trombosis por rutas de coagulacién hiperactivas,
mecanismos anticoagulantes hipoactivos o fibrindlisis hipoactiva. Las mutaciones en los genes que codifican
proteinas en estas rutas desempefian un papel importante en la predisposicion a la trombosis.

Uno de los posibles SNP se refiere al gen que codifica uno de los factores de coagulacién, que es el factor Il. En una
localizacién especifica, puede estar presente un nucledétido G (tipo silvestre) o A (mutante).

Se sometieron muestras clinicas de tres grupos de pacientes (de tipo silvestre homocigético, mutante homocigético y
heterocigético) al ensayo de factor Il NucliSens EasyQ. En este ensayo, se amplifica el ADN genémico en presencia
de ambas balizas moleculares. Debido a la acumulacién de producto de amplificacién, se generan sefiales de
fluorescencia. Se encuentra una medida sencilla de la cantidad de sefial en la relacion de sefal de fluorescencia
observada maxima con el tiempo frente al nivel de fondo inicial.

La clasificacion obvia esta basada en la medida de este aumento de fluorescencia:
- en el caso de un genotipo homocigoético, se espera que domine un tipo de sefial (A o G),
- mientras que en el genotipo heterocigotico, haran su aparicion ambas sefiales.

Sin embargo, debido a la gran homologia entre los genotipos, no pueden desarrollaron balizas moleculares
completamente especificas y, como resultado, como puede observarse en la Figura 1, ambas sefiales hacen su
aparicion en los tres grupos. Claramente, el grupo de genotipo GG esta separado de los otros dos (GA y AA), pero
estos dos muestran una superposicion considerable.

Como alternativa, se uso la variable de cuantificacion. Los resultados se presentan en la Figura 2. En el eje
horizontal, se presenta la relaciéon de aumentos de senal de fluorescencia. Claramente, la separacion de los valores
de la variable de cuantificacion es completa.

Se presentan en la Tabla 1 siguiente algunas estadisticas de resumen de los valores de la variable de cuantificacion:

Genotipo | n Min Max Media | DE

AA 9 | -1,71|-142 | -1,58 | 0,075

GA 90 | -1,20 | -1,03 | -1,11 | 0,042

GG 54 | -0,25 | +0,13 | +0,03 | 0,087
Tabla 1
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REIVINDICACIONES

1. Método para genotipado en ensayos de tipado aplicados a una muestra bioldgica, conteniendo la muestra un
acido nucleico diana de interés y siendo el acido nucleico diana susceptible de contener un polimorfismo
mononucleotidico (SNP) bialélico, que comprende las etapas de:

- efectuar una amplificacion por NSABA o TMA de la diana, generando multiples copias de amplicones, en
presencia de al menos dos sondas marcadas diferentes, siendo cada sonda una baliza molecular que
permite la deteccion instantanea de la posicion de SNP tanto del tipo silvestre como de al menos una
posible mutacion,

- evaluar el valor o valores de la variable discriminatoria basandose en las sefiales de cada combinacién de
dos sondas de deteccion, y

- discriminar entre los genotipos basandose en el valor de la variable discriminatoria,

en el que el valor de la variable discriminatoria para un genotipo heterocigdtico es una relacion seleccionada del
grupo consistente en (kwwt + kwrm)/(Km_ym + km_w), (kwr,wr = Kwtm)/( Kmym — kmywr), (kwrywt X kwym) / (kmym
X km>w), ( Kwt>wi/kwtym)/(Kmym / Km_ wT) y SUS reciprocos;

el valor de la variable discriminatoria para un genotipo mutante homocigético es una relacion de kwr,m/kmm 0 su
reciproco; y

el valor de la variable discriminatoria para un tipo silvestre homocigético es una relacion de kWT_)WT/km_)WT o su
reciproco.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que la amplificacion se efectia poniendo en contacto la muestra con un
par de cebadores, estando los cebadores directo e inverso en ambos lados de la posicién de SNP.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 precedentes, en el que cada sonda permite la deteccion
instantanea por hibridaciéon con el amplicén, incluyendo el hibrido de sonda-amplicon dicha posicion de SNP.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 precedentes, en el que cada sonda difiere de las demas por
su marcaje, que proporciona una sefial distinguible, y por su secuencia, que difiere en al menos un nucledtido.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 precedentes, en el que la evaluacion del valor de la variable
discriminatoria para cada combinacién de dos sondas de deteccién se realiza mediante la evaluacion de:

- las constantes de la velocidad de reaccion de asociacion relativa (k1) de reacciones en que las dos sondas
de deteccion se unen a los amplicones; o

- las constantes de la velocidad de reaccion de disociacion relativa (k) de reacciones en que las dos
sondas de deteccion se disocian de los amplicones.

6. Método segun la reivindicacién 5, en el que los intervalos de valores que pueden alcanzar las variables
discriminatorias derivadas de una combinacién de dos sefiales de sonda pueden dividirse en intervalos usando
umbrales, de tal modo que los valores que pueden alcanzar las variables discriminatorias para cada genotipo se
agrupen en uno de estos intervalos.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que los valores que puede alcanzar la variable discriminatoria se dividen
en tres intervalos usando umbrales.

8. Método segun la reivindicacion 6, en el que los valores que puede alcanzar la variable discriminatoria para una
diana heterocigética se agrupan en el intervalo mediano.

9. Método segun las reivindicaciones 4 y 6, en el que cuando los valores que puede alcanzar la variable
discriminatoria se agrupan en el intervalo inferior, la secuencia diana es:

a. de tipo silvestre homocigético si la primera sonda permite la deteccion del tipo mutante mientras
que la segunda sonda permite la deteccion del tipo silvestre,

b. de tipo mutante homocigotico si la primera sonda permite la deteccion del tipo silvestre mientras
que la segunda muestra permite la deteccion del tipo mutante.

10. Método segun las reivindicaciones 4 y 6, en el que cuando los valores que puede alcanzar la variable
discriminatoria se agrupan en el intervalo superior, la secuencia diana es:

a. de tipo silvestre homocigético si la primera sonda permite la deteccion del tipo silvestre mientras
que la segunda sonda permite la deteccion del tipo mutante,
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b. de tipo mutante homocigético si la segunda sonda permite la deteccion del tipo silvestre mientras
que la primera sonda permite la deteccion del tipo mutante.
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