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DESCRIPCION
Sesgo de amplificacion de alelos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El proyecto del genoma humano ha tenido éxito en la secuenciacion de la mayoria de las regiones del ADN humano.
El trabajo para identificar los genes y las alteraciones de secuencia asociadas con una dolencia continta a un ritmo
rapido. Se utilizan estudios de unién para asociar el fenotipo con marcadores genéticos, tales como repeticiones de
secuencias simples o polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) para identificar genes candidatos. Pueden utilizarse
entonces alteraciones de secuencia incluyendo los SNP, las inserciones y las deleciones que provocan mutaciones
de cambio de sentido, de cambio del marco de lectura o de corte y empalme para identificar el gen y el espectro de
mutaciones responsables.

Sin embargo, incluso cuando se conocen los detalles genéticos, es dificil utilizar este conocimiento en la practica
médica de rutina, en gran parte debido a que los procedimientos para analizar el ADN son caros y complejos.
Cuando los costes se reduzcan significativamente y los procedimientos se simplifiquen drasticamente, se espera que
el analisis de ADN sea accesible para su utilizacion en la practica clinica diaria para la deteccion eficaz de dolencias
y un mejor tratamiento. El andlisis de ADN ideal es rapido, simple y econémico.

Cuando una dolencia esta causada por un numero limitado de mutaciones, o cuando unas pocas alteraciones de
secuencia constituyen una gran proporcion de los casos de dolencia, es viable un genotipado directo. Los
procedimientos tradicionales varian entre digestion por restriccion clasica de productos de PCR y procedimientos
fluorescentes en tubo cerrado. Los procedimientos en tubo cerrado de analisis de ADN pueden ser simples de
realizar. Una vez se inicia la PCR, no son necesarias adiciones o0 separaciones de reactivos adicionales. Sin
embargo, cuando esta presente un alelo en pequefias cantidades, puede ser dificil de detectar ese alelo.

La secuenciacion es actualmente el patron de referencia para identificar una variacion de secuencia. Aunque los
costes estan disminuyendo, la secuenciacién es todavia un proceso complejo que no es rapido, simple ni econémico
cuando se aplica a diagnostico genético especifico o farmacogenética. La secuenciaciéon convencional requiere siete
etapas: 1) amplificaciéon mediante PCR, 2) limpieza del producto de PCR, 3) adiciéon de reactivos de secuenciacion
de ciclos, 4) secuenciacién de ciclos para la terminacion de didesoxil, 5) limpieza de los productos de terminacion, 6)
separacion mediante electroforesis y 7) analisis de datos. Esta complejidad se puede automatizar y se ha hecho en
algunos centros de secuenciacion, pero la secuenciacion sigue siendo mucho mas compleja que los procedimientos
de la presente invencion. Ademas, cuando se analizan genes grandes o multiples, a menudo mas del 90% de los
productos secuenciados regresan a la normalidad. Ademas, los procedimientos de secuenciacion actuales no logran
identificar alelos con bajo numero de copias, particularmente cuando los alelos estan presentes en una fraccion de
alelo de menos del 20%. Identificar la presencia de estos alelos de bajo nimero de copias es importante en varios
entornos, a modo de ilustracion en la identificacion de la presencia de determinadas mutaciones oncogénicas o
cambios en muestras tumorales o liquidos periféricos tales como sangre. La presencia o ausencia de tales alelos
puede ser particularmente importante para la seleccion de protocolos de tratamiento, a modo de ilustraciéon con
deteccién/confirmacion de mutaciones somaticas comunes (p53, EGFR, BRAF) e identificacién temprana de
infecciones bacterianas mutantes (por ejemplo, malaria) en las que las terapias convencionales estan
contraindicadas. Otros ejemplos de bajos niveles de alelos mutantes que se pueden encontrar frente a un fondo de
tipo natural predominantemente estan en ADN mitocondrial y ADN fetal presentes dentro de la circulacion materna.
Ademas, se desea la deteccion de bajos niveles de mutaciones epigenéticas. Por ejemplo, se encontrd
recientemente que la metilacion del promotor BRCA1 entre el 1 y el 10% estaba asociada con fenotipos de cancer
de mama (Snell y otros, 2008, Breast Cancer Research).

Se conocen técnicas basadas en PCR para enriquecer la proporciéon de alelos minoritarios y mutaciones en una
muestra. Cuando se desconoce el genotipo de la mutacion, se puede utilizar COLD-PCR (Li J, y otros, Nat Med
2008; 14:579-84). Esta técnica puede detectar una proporcion 1:100 de alelo mutante con respecto a tipo natural.
Sin embargo, debido a que es inespecifico y detecta cualquier variante que se produzca, es necesario un analisis
adicional para identificar los productos. Para enriquecer SNP conocidos, algunas de las técnicas mas populares son
ARMS (Newton CR, y otros, Nucleic Acids Res 1989;17:2503-16), PCR mediada por PNA (Nielsen PE, y otros,
Science 1991;254:1497-500; Dabritz J, y otros, Br J Cancer 2005;92:405-12), WTB-PCR mediada por LNA
(Dominguez PL, Kolodney MS. Wild-type blocking polimerase chain reaction for detection of single nucleotide
minority mutations from clinical specimens. Oncogene 2005; 24:6830-4), MAMA-PCR (Cha RS, y otros, PCR
Methods Appl 1992; 2:14-20), TagMAMA (Li B, y otros, Genomics 2004; 83:311-20; Easterday WR, y otros,
Biotechniques 2005; 38:731-5), y cebadores SCORPION® (Whitcombe D, y otros, Nat Biotechnol 1999; 17:804-7).
Estos procedimientos detectan mutaciones mediante PCR especifica de alelo, observando diferencias en el ciclo de
cuantificacion (ACq) y pueden detectar una proporcién 1:1000 de alelo mutante con respecto a tipo natural.

Se introdujo fusién de alta resolucién como procedimiento homogéneo de exploracién de amplicones de PCR para
detectar variantes de secuencia heterocigotas. Véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos. Nos. 7.387.887
y 7.582.429. En base a la utilizacién de colorantes de saturacion de ADNbc, la fusidon de alta resolucién puede
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detectar SNP e inserciones/deleciones en amplicones de hasta 400 pb a una sensibilidad >99%. Desde su
introduccién en 2003, se han desarrollado aplicaciones adicionales para fusién de alta resolucion, incluyendo
genotipado de variantes de secuencia conocidas utilizando pequefios amplicones o sondas sin marcar
(LUNAPROBES®). Las sondas sin marcar se bloguean en el extremo 3’ para evitar su extension durante la PCR y
pueden utilizar un colorante de saturaciéon de ADNbc, a modo ilustrativo LCGREEN® Plus (ldaho Technology, Salt
Lake City, UT), para discriminar el genotipo del alelo en base a la temperatura de fusién de la sonda (Tm). La
secuencia de sonda puede disefiarse para emparejarse con cualquier alelo y se basa en maximizar la ATm entre la
sonda de emparejamiento erroneo y de emparejamiento perfecto. Para mas informacion sobre la utilizacién de
sondas sin marcar, véase la patente Estados Unidos No. 7.387.887.

Se ha encontrado que las propias sondas se pueden utilizar para sesgar la amplificaciéon de alelos de fraccion baja.
Los ejemplos 1-5 mas adelante se presentan utilizando sondas sin marcar. Los ejemplos 6-8 se presentan utilizando
cebadores Snapback. Con un cebador Snapback, el cebador comprende un elemento de sonda especifico para un
locus del acido nucleico diana y una zona de cebador especifico de molde, en el que el elemento de sonda esta en
5’ de la zona de cebador especifico de molde. Tras la amplificacién, el elemento de sonda puede hibridarse con el
locus para formar una horquilla en una reaccién intramolecular o puede hibridarse con su hebra complementaria en
una reaccion intermolecular. Por tanto, un cebador Snapback incorpora el elemento de sonda en el mismo
oligonucledtido que el cebador. Los cebadores Snapback se pueden marcar, pero se utilizan a menudo sin marcar,
de manera similar a las sondas sin marcar. Véase el documento WO 2008/109823 (PCT/US08/56217), para una
discusion detallada de cebadores Snapback.

Aunque se utilizan sondas sin marcar y cebadores Snapback sin marcar en el presente documento, se entiende que
las sondas se pueden marcar también. Cuando se utilizan sondas sin marcar, tienden a ser algo mayores que otras
sondas (a menudo 25-30 pb) para generar suficiente sefal fluorescente a partir del colorante de unién a ADNbc, y
debido a esta longitud son muy adecuadas para sesgar preferentemente la amplificacion de alelo de emparejamiento
erroneo. La sonda (ya sea sonda sin marcar, elemento de sonda Snapback, u otra sonda) se empareja con el alelo
de fraccién mayor, y se determina empiricamente el “sesgo de amplificaciéon de alelos” ajustando la temperatura de
apareamiento (o temperatura de extensién, si se utiliza) de la PCR entre la Tm de la sonda emparejada
perfectamente y algo por debajo de la Tm de la sonda de emparejamiento erréneo, a modo ilustrativo a la Tm del
alelo inferior o aproximadamente a mitad de camino entre las Tm, segun cuanto se solapen los picos de fusién para
los dos alelos. A esta temperatura de apareamiento Tm media, la sonda emparejada perfectamente se une a su
diana (a menudo el alelo de tipo natural) y es lo suficientemente estable para retrasar la amplificacion. En una
realizacién, se utilizé PCR de ciclo rapido realizada en el instrumento LIGHTSCANNER® 32 (“LS32”, Idaho
Technology, Inc.) para ayudar a la rigurosidad de la temperatura de apareamiento objetivo y obstaculizar la
amplificacion del alelo de tipo natural, aunque se entiende que otros instrumentos pueden ser adecuados. También
puede utilizarse una polimerasa exo™ para evitar la digestion de la sonda y ayudar a sesgar la amplificacion del alelo
de Tm inferior.

El documento EP1580269 da a conocer procedimientos para la amplificacion y deteccion de ADN natural y mutante
con la utilizacién de diferentes sondas marcadas especificas.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
En el presente documento se describe el sesgo de amplificacion de alelos.

En un aspecto de la presente invencidn, se da a conocer un procedimiento para amplificaciéon y deteccién de alelos
de una muestra biolégica segun la reivindicacion 1, en el que la muestra biolégica comprende un primer alelo y un
segundo alelo de un &acido nucleico diana, estando presente el primer alelo en una mayor concentracion que el
segundo alelo, que comprende las etapas de afiadir una polimerasa termoestable, una sonda y un par de cebadores
configurados para la amplificacion del acido nucleico diana en la mezcla bioldgica, en el que la sonda esta
configurada para hibridarse con el acido nucleico diana sin extenderse mediante la utilizacion de un bloqueante o
emparejamiento erréneo y la sonda tiene una primera Tm cuando se hibrida con el primer alelo y una segunda Tm
cuando se hibrida con el segundo alelo, en el que la primera Tm es mayor que la segunda Tm, amplificar el acido
nucleico diana en la mezcla biolégica mediante ciclado térmico entre una temperatura de desnaturalizaciéon y una
temperatura de apareamiento, en el que la temperatura de apareamiento esta por debajo de la primera Tm y por
encima de la segunda Tm de modo que la sonda se hibrida con el primer alelo a la temperatura de apareamiento e
inhibe la amplificacion del primer alelo y el segundo alelo se amplifica preferentemente, y detectar el segundo alelo.

En realizaciones ilustrativas, el ciclado se realiza con una velocidad en rampa de como minimo 4°C, y de manera
mas ilustrativa, como minimo 6°C. En otras realizaciones ilustrativas, el primer alelo y el segundo alelo se detectan
utilizando analisis de curvas de fusién. En un ejemplo ilustrativo, el andlisis de curvas de fusion incluye fusién de alta
resolucion que utiliza un colorante de saturaciéon y una sonda sin marcar.

En un segundo aspecto, se da a conocer la utilizaciéon de un kit para la amplificacién y deteccion de alelos de una
muestra bioldgica segun la reivindicacion 14.
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Caracteristicas adicionales de la presente invencion resultaran evidentes para los expertos en la técnica tras la
consideracion de la siguiente descripcion detallada de realizaciones preferentes que ejemplifican el mejor modo de
llevar a cabo la invencion tal como se percibe actualmente.

DESCRIPCION BREVE

La figura 1 muestra resultados que son de un ensayo de genotipado de sonda sin marcar (por triplicado) del gen
CTR de P. falciparum de malaria. La muestra (----) es tipo natural (3D7), la muestra (------ ) es mutante (7G8) y (-+-+-¢)
muestra tres muestras mutantes diferentes (FCR3).

La figura 2 muestra picos derivados normalizados utilizando una sonda sin marcar. El alelo de tipo natural tiene una
Tm de 62°C y el alelo mutante tiene una Tm de 54°C. Se utilizé una temperatura de apareamiento de 58°C para
sesgar la amplificacion del alelo mutante en las muestras mezcladas 50-50. Las muestras fueron tal como sigue: (--*-
---) = mutante al 100%, (------ ) = mutante al 50%, (-) = mutante al 25%, (-----) = mutante al 12,5%, (-+-*-) = mutante al
6,25%, (----) = mutante al 3,13%, (----) = mutante al 1,5%, (---"---) = mutante al 0,75%. Este sesgo de amplificacion
permite una mayor resolucion del alelo mutante en un factor de ~10X y sensibilidad de hasta el 0,7-1,5%.

La figura 3 muestra resultados en los que el sesgo de amplificacién de alelos se intenté de manera no satisfactoria
utilizando un termociclador lento (1,5 - 2,0°C/s) y 8 temperaturas de apareamiento diferentes en la misma diana de
malaria que la utilizada para la figura 2 (cepa 3D7 de tipo natural (- - - -), cepa 7G8 mutante (-----:-) y un heterocigoto
con una proporcion de alelos igual (------ ).

Las figuras 4a-b muestran resultados no satisfactorios y satisfactorios de sesgo de amplificacion de alelos utilizando
8 temperaturas de apareamiento diferentes y una polimerasa exo’ (figura 4a) o una polimerasa exo (figura 4b),
respectivamente (tipo natural (- - - -), mutante (-------), y un heterocigoto con una proporcion de alelos igual ((------ )a
temperaturas de apareamiento variables y (-------) a 69°C de temperatura de apareamiento)).

Las figuras 5a-c muestran el resultado del procedimiento de sesgo de amplificaciéon de alelos del exén 11 del gen
PAH utilizando un termociclador lento (1,5 - 2,0°C/s) y un gradiente de temperaturas de apareamiento (homocigotos
de Tm alta (-------), heterocigotos (mezcla 50:50) (------ ), homocigotos de Tm baja (- - - -)): la figura 5a muestra toda
la curva de fusion derivada, la figura 5b muestra picos de fusion de sonda normalizados y la figura 5¢ muestra
curvas de amplificacion que presentan variacion basada en temperatura de apareamiento sélo, y no en estabilidad
de sonda:diana diferencial.

Las figuras 6a-c muestran la amplificacion del exén 11 del gen PAH en un instrumento de ciclado rapido con una
temperatura de apareamiento de 60°C (homocigotos de Tm alta (----'-), heterocigotos (mezcla 50:50) (------ ),
homocigotos de Tm baja (- - - -)): la figura 6a muestra toda la curva de fusion derivada, la figura 6b muestra picos de
fusion normalizados de sonda y la figura 6¢c muestra curvas de amplificacion.

Las figuras 7a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizd una temperatura de apareamiento de
62°C.

Las figuras 8a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizd una temperatura de apareamiento de
64°C.

Las figuras 9a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizd una temperatura de apareamiento de
65°C.

Las figuras 10a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizé una temperatura de apareamiento de
67°C.

Las figuras 11a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizé una temperatura de apareamiento de
68°C.

Las figuras 12a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizé una temperatura de apareamiento de
69°C.

Las figuras 13a-c son similares a las figuras 6a-c, excepto porque se utilizé una temperatura de apareamiento de
70°C.

Las figuras 14a-d muestran la fusién de amplicon rs 1490413 A/G de SNP forense, utilizando diferentes
temperaturas de desnaturalizacion ((-) = 1A:10G; (------ ) = 1A: 100G; (- - - -) = TAI1000G; (---:-) = A:G; (seseeeee) = G;
(----)=A).

Las figuras 15a-d son similares a las figuras 14a-d, excepto porque utilizan temperaturas de apareamiento diferentes
((-) = 1A:10G; (- ) = 1A:100G; (----) = 1A:1000G; (----+"-) = A:G; (seeseeee) = G; (- - - - ) =A).

Las figuras 16a-d son similares a las figuras 14a-d, porque utilizan temperaturas de extension diferentes ((-) =
1A:10G; (-—---- ) = 1A:100G; (----) = 1A:1000G; (-+--+*-) = A:G; (se0eeee¢) = G; (----) = A).

Las figuras 17a-b son similares a las figuras 14a-d, excepto porque utilizan tiempos de extensién diferentes ((-) =
1A:10G; (-—---- ) = 1A:100G; (--- -) = 1A:1000G; (--*="*-) = A:G; (so000ee¢) = G; (-—--) = A).

Las figuras 18a-c son similares a las figuras 14a-d, excepto porque utilizan concentraciones de magnesio diferentes
((-) = 1A:10G; (------ ) = 1A:1100G; (----) = 1A:1000G; (---=++ =) = A:G; (se0eseee) = G; (-—--) = A).

Las figuras 19a-d son similares a las figuras 14a-d, excepto porque muestran elementos de sonda que tienen
longitudes diferentes ((-) = A; (------ )=G; () = AG).

Las figuras 20a-b muestran ejecuciones por triplicado similares a la figura 20a ((----) = 1:10000; (*****+*+) = 1:1000;
(-+---+-) = 1:100; (----) = 1:10; (- )=AG;(-)=G; (*****++°)=A). Lafigura 20a muestra la fusién del elemento de
sonda, mientras que la figura 20b muestra la fusién de todo el amplicon.

Las figuras 21a-b muestran la fusiéon del amplicon de mutacion de B-raf V600E posterior a la amplificacion utilizando
un cebador Snapback ((- - - -) = tipo natural; (-------) = mutacion de B-raf; (-) = 1:1000; (------ ) = 1:100; (seeeeees) = 1:10;
(- - --)=1:1). La figura 21a muestra la fusion del elemento de sonda, mientras que la figura 21b muestra la fusién de
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todo el amplicon.

La figura 22 muestra los resultados de fusiéon de un estudio ciego de la mutacion de B-raf.

La figura 23 muestra el andlisis de curvas de fusion de la delecidon del ex6n19 de EGFR, posterior a la amplificacion
utilizando un cebador Snapback ((-) = tipo natural; (-------) = del; (- - - =) = 1:1; (-----) = 1:10; (s¢*eeee¢) = 1:50; (-- - - - )=
1:100; (es*seee*) = 1:1000; (------) = 1:5000; (- - - -) = 1:10000).

La figura 24 muestra la derivada negativa de las curvas de fusién normalizadas de tres muestras: tipo natural, Dy(T),
mutante homocigoto, Dn(T) y una muestra mixta fraccionaria, D«T). Se indican las temperaturas inferiores y
superiores de los picos de alelo, T y Tw. Las diferencias de magnitud a-e se utilizan para calcular la fraccion de alelo
mutante F, como un promedio ponderado de dos estimaciones de fraccion de alelo, f(T.)=a/d y f(Tu)=cl/e, con
factores de ponderacién, w. = a/(a+b) y wy = b/(a+b). La fraccion de alelo mutante se calcula entonces como Fr, =
WLF(TL) + Whf(Tw) = (a2e+bcd)/(de(a+b)).

La figura 25 representa en forma de diagrama el elemento de sonda Snapback con tanto un emparejamiento erréneo
con el alelo mutante (o secundario) como con el alelo de tipo natural (o principal). Si las condiciones de extension de
PCR se escogen cuidadosamente, la polimerasa es libre de extender la horquilla mutante desestabilizada, pero se
obstaculiza la expresion de tipo natural, dando como resultado un enriquecimiento del alelo mutante.

Las figuras 26a-b muestran el efecto del tiempo de extension (figura 26a) y concentracion de Mg++ (figura 26b)
sobre el enriquecimiento del alelo utilizando una polimerasa negativa para 5-exonucleasa y PCR de cebador
Snapback. Las proporciones de alelo secundario fueron 1:100 (circulos) o 1:1000 (triangulos). En la figura 26a, la
Tm de sonda de tipo natural es de 75°C y, por tanto, se escogié una temperatura de extensién de 70°C, con tiempos
de extension que variaban entre 0 y 20 segundos a una concentracion de Mg++ libre de 1,2 mM. En la figura 26b,
las concentraciones de Mg++ libre utilizadas fueron 0,8 mM, 1 mM, 1,2 mM, 1,7 mM y 2,2 mM con Tm de sonda de
tipo natural de 73°C, 74°C, 75°C, 76°C y 77°C, respectivamente con una temperatura de extension de 70°C durante
0 s. Cuanto mas corto sea el tiempo de extension y menor la concentracion de Mg++, mayores seran las fracciones
de alelo mutante obtenidas. Se realizaron experimentos por triplicado y se indican las desviaciones estandar.

DESCRIPCION DETALLADA

La sensibilidad de deteccién de un alelo mutante sin sesgo de amplificacion de alelos se determind previamente que
era de aproximadamente el 5% (Wall, M, y otros, American Society of Human Genetics, 2007). Este trabajo
implicaba la utilizacién de una sonda sin marcar y fusién de alta resolucion en el instrumento basado en placas
LIGHTSCANNER (ldaho Technology, Salt Lake City, UT). Se escogieron varios polimorfismos comunes como dianas
y ensayos de sonda sin marcar desarrollados para determinar el genotipo de varias muestras de ADN al azar. Para
cada locus, se escogieron 3 muestras que representaban cada uno de los posibles genotipos. Las dos muestras que
representaban las formas homocigéticas del genotipo se cuantificaron y se mezclaron a las siguientes proporciones:
95:5, 90:10, 75:25, 50:50, 25:75, 10:90 y 5:95. Los perfiles de fusion de las sondas sin marcar se convirtieron en
picos derivados y se calcularon las alturas de pico a cada temperatura de fusion de la sonda. En este trabajo, fue
posible la discriminacién de la fraccion de alelo hasta el 5% para ambos alelos. Sin embargo, ha sido dificil
discriminar alelos en fracciones por debajo del 5%.

El instrumento LIGHTSCANNER 32 (LS32) es un nuevo instrumento hibrido que integra PCR rapida, monitorizacion
en tiempo real y fusion de alta resolucion. Se realiza sin problemas PCR y analisis mediante obtencién del perfil de
fusion en el mismo instrumento. La obtencion del perfil de fusion con un colorante de unién a ADNbc de saturacion,
a modo ilustrativo LCGREEN Plus, identifica variaciones de secuencia en fragmentos, a modo ilustrativo desde 40 -
1000 pb. Ademas, puede realizarse también genotipado especifico de sitio, utilizando a modo ilustrativo colorante
LCGREEN y cebadores Snapback o sondas de oligonucledtidos sin modificar (véase el documento WO
2008/109823). Se pueden utilizar también otros sistemas de sonda, tales como SIMPLEPROBE, TAQMAN,
HYBPROBE, y otros sistemas de sonda tal como se conoce en la técnica. Otros sistemas de sonda ilustrativos
incluyen PNA, LNA o cualquier sonda que contenga analogos de base sintética, marcada con biotina o cualquier
proteina / acido nucleico o macromolécula o estructura de hibridacién que depende de la secuencia y es especifico
en su afinidad a la hembra molde de modo que existe una diferencia de Tm entre los alelos. Ademas, aunque se han
utilizado sondas sin marcar mas largas en los ejemplos de sonda sin marcar en el presente documento, puede
utilizarse sondas de longitud variable para proporcionar una diferencia adecuada en la Tm entre los dos alelos.
Puede realizarse obtencion del perfil de fusion de amplicones y analisis basado en sonda de manera simultanea en
la misma ejecucion. El LS32 automatiza la PCR y obtencion del perfil de fusion de alta resolucién en un sistema
completo unificado.

Se desarroll6é analisis de fusion de ADN de alta resolucién en 2003 (véase, por ejemplo, las patentes de Estados
Unidos Nos. 7.387.887 y 7.583.429). Como el nombre sugiere, es un proceso que calienta ADN y registra la sefial a
medida que se disocia (0 “se funde”) la doble hélice de ADN para dos hebras individuales. Exactamente como se
funde el ADN depende de la secuencia de ADN de la muestra. Con la ayuda de un colorante de saturacion, puede
distinguirse la diferencia entre muestras que difieren en una Unica posiciéon en la secuencia de ADN, incluso en
fragmentos de mas 800 bases de longitud.

La fusion de alta resolucion es una potente técnica de andlisis genético. Las ventajas de la fusion de alta resolucion
incluyen lo siguiente:
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« todo se realiza en disolucion (el proceso no requiere separacion fisica),

« el sistema es un tubo cerrado (sin riesgo de contaminacion),

* muy poco coste afladido mas alla del coste de la propia PCR (pueden utilizarse sondas marcadas, pero se suman
sustancialmente al coste), y

« el procedimiento es simple (sin necesidad de automatizacion, adiciones de reactivos o purificacion intermedia).

El LS32 integra fusiéon de alta resolucién con PCR répida de hasta 32 muestras, permitiendo la amplificaciéon en
menos de 15 min, seguido por fusion de alta resoluciéon automatica. Aunque estan disponibles otros sistemas para
realizar un ciclado rapido seguido por fusion de alta resolucion y la presente memoria descriptiva los contempla, el
LS32 es muy adecuado para los presentes procedimientos y se utiliza como el instrumento ilustrativo en muchos de
los ejemplos en el presente documento.

Ejemplo 1. Genotipado utilizando fusion de alta resolucidn.

Se amplifico el gen CRT de P. falciparum de malaria utilizando los siguientes cebadores y sonda:

pfCRT directo - 5 TTCTTGTCTTGGTAAATGTGCTCA (SEQ ID NO. 1)
pfCRT inverso - 5 CGGATGTTACAAAACTATAGTTACCAAT (SEQ ID NO. 2)
sonda de pfCRT - 5° GTGTATGTGTAATGAATAAAATTTTTG-bloqueante C3 (SEQ ID NO. 3).

Para la sonda, las bases subrayadas son los sitios de SNP, con las bases mostradas emparejadas con el tipo
natural. Aunque se muestran cinco sitios de SNP, sélo cuatro se utilizaron en este estudio.

Se realizé amplificacion con una pausa inicial de 30 segundos a 95°C, seguido por 55 ciclos de 95°C durante 2
segundos, 58°C durante 15 segundos, con una velocidad en rampa medida a de aproximadamente 4 a 6°C/s, en dos
cepas mutantes 3D7 (tipo natural) (7G8 y Dd2) del gen CRT de P. falciparum de malaria. Posterior al ciclado
térmico, las muestras se mantuvieron a 95°C durante 2 segundos y, a continuacioén, se enfriaron hasta 40°C durante
30 segundos, con una velocidad en rampa de enfriamiento de 10°C/s. La fusion era desde 45°C hasta 88°C, con una
velocidad en rampa de 0,3°C/s y adquisicion continua. Se muestran resultados de la fusién de sonda en la figura 1
(no se muestra la fusion de amplicén). La sonda esta disefiada como un emparejamiento perfecto con el alelo de tipo
natural en cada locus (codones 72, 75 y 76). Por tanto, la muestra 3D7 (- - - -) presenta el pico de fusién mas alto
(Tm) posible con esta sonda. La muestra 7G8 (------ ) presenta emparejamiento erréneo bajo la sonda a 72
(emparejamiento erréneo TT) y 76 (emparejamiento erroneo CT). Las muestras Dd2, V1/S y FCR3 (-----') son todas
el mismo genotipo (ver los resultados de secuenciacion a continuacion), y presentan emparejamiento erréneo con la
sonda a 75 (emparejamiento erroneo GT y AA, bases de coddén 75 12 y 32) y 76 (emparejamiento erréneo CT). Si
una muestra presentara emparejamiento erroneo con la sonda en solo un sitio de base, el pico de fusion estaria
entre el pico (------ )Y (- - - -). Si una muestra presentara emparejamiento erréoneo en los 4 de estos sitios, se
esperaria que el pico de fusién fuera menor que el pico (-------).

Ejemplo 2. Deteccion de la fraccion de alelo baja.

Se amplificé el gen CRT de P. falciparum de malaria utilizando los cebadores y sonda descritos anteriormente. Se
prepararon mezclas que contenian diversas proporciones del tipo natural y el mutante 7G8 de antes.

En base a las Tm observadas de la sonda sin marcar (62°C y 54°C para los alelos de tipo natural y mutante,
respectivamente), se utilizé una temperatura de apareamiento de 58°C (Tm baja + 2 ATm) para inducir sesgo de
amplificacion de alelos del alelo mutante en una serie de dilucion de muestras mixtas. Se realizé ciclado rapido
(velocidad en rampa 6-10°C) en un LS32, y se muestran los resultados en la figura 2. Este protocolo dio como
resultado un factor de sesgo de amplificaciéon de alelos de aproximadamente 10X, que permitié la discriminacion del
alelo mutante hasta el 0,75-1,5%. Experimentos adicionales han confirmado este hallazgo, lo que permite la
discriminacion hasta aproximadamente el 0,1%. Aunque se utilizdé una temperatura de apareamiento
aproximadamente a mitad de camino entre las dos Tm, se entiende que se puede utilizar cualquier Tm que
desestabilice de manera desproporcionada la sonda: diana con emparejamiento erréneo, en comparaciéon con el
hibrido sonda:diana emparejado. Esto se puede producir en varias situaciones segun los valores de Tm relativos de
cada sonda, temperaturas de apareamiento programadas, velocidades de las transiciones especialmente en el
intervalo de grados de 50°C a 80°C, y actividad dependiente de la temperatura de la polimerasa. A modo ilustrativo,
la temperatura de apareamiento estd como minimo 1,0°C y a modo mas ilustrativo como minimo 2,0°C por encima
de la Tm inferior del hibrido sonda: diana con emparejamiento erréneo. También se ha encontrado que una
temperatura de apareamiento a la sonda o ligeramente por debajo de la misma con el alelo con emparejamiento
erréneo puede reducir la unidon sonda: diana con emparejamiento erroneo lo suficientemente como para proporcionar
sesgo de amplificacion de alelos. Sin limitarse a ninguna teoria particular, se espera que la actividad de una
polimerasa se vea alterada por la sonda unida (tipo natural en este ejemplo ilustrativo), mientras que la amplificacion
del alelo que tiene la Tm menor (mutante en este ejemplo ilustrativo) puede avanzar sin obstaculos. Tal como se
muestra en el ejemplo 4, se prefiere utilizar polimerasas exo™ tales como KLENTAQ, que son polimerasas que
carecen de activad exonucleasa 5’ a 3. Sin embargo, se entiende que puede utilizarse cualquier polimerasa que
esté obstaculizada por la presencia de una sonda unida. Ademas, por obstaculizada, quiere decirse que se puede
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producir amplificacion, pero a una eficacia reducida, reducida a modo ilustrativo en un 10% o mas, reducida a modo
mas ilustrativo en un 50% o mas de la eficacia de amplificacion del alelo emparejado.

No se observé sesgo de amplificacion de alelos en esta secuencia diana cuando se realizé el mismo enfoque para
ajustar la temperatura de apareamiento de PCR en un termociclador de bloque convencional (velocidad en rampa de
1,5 a 2,0°C). Esto se debe presumiblemente a velocidades de transicion mas lentas entre temperaturas de
apareamiento y de desnaturalizacién, lo que proporcionaria tiempo adicional para la extension a temperaturas
ligeramente por encima de la Tm de tipo natural. Por tanto, se desea una combinacion de temperatura de
apareamiento que sesga preferentemente la hibridacién de la sonda al alelo dominante, una polimerasa que esta
impedida por la presencia de la sonda unida y una velocidad en rampa que calienta lo suficientemente rapido, a
modo ilustrativo sin una pausa de la extensién dedicada (que es a menudo de 72°C), de modo que la combinacion
amplifica preferentemente el alelo secundario.

Ejemplo 3. Efectos de la velocidad en rampa del ciclado térmico.

Se utilizdé un termociclador de bloque tradicional para este ejemplo, que tenia una velocidad en rampa de 1,5 a
2,0°C. La figura 3 muestra la amplificacion del gen CRT de malaria: cepa 3D7 de tipo natural (----), cepa 7G8
mutante (------), y un heterocigoto con una proporcién de alelos igual (------ ), en presencia de una polimerasa exo’,
con una desnaturalizacion inicial de una pausa de 2 minutos a 95°C, seguido por 55 ciclos de 94°C durante 30 s, 30
segundos de una etapa de apareamiento en gradiente programada entre 50 y 68°C (50°C, 51,4°C, 53,6°C, 56,8°C,
61,4°C, 64,6°C, 66,8°C y 68°C), es decir, se ciclé cada muestra utilizando una temperatura de desnaturalizaciéon de
94°C y una de las diversas temperaturas de apareamiento. La figura 3 no muestra evidencias en los heterocigotos
de amplificacion preferente del alelo de Tm inferior a pesar de ocho temperaturas de apareamiento diferentes
utilizadas. Se muestran cuatro muestras amplificadas utilizando las temperaturas de apareamiento de 56,8°C y
61,4°C (se predice que el sesgo de amplificacion de alelos maximo esta en este intervalo) como (-------), que es
basicamente indistinguible de los otros heterocigotos.

Experimentacion adicional ha mostrado que una velocidad en rampa de 6°C/s ha producido resultados satisfactorios
para practicamente todos los ensayos sometidos a prueba hasta la fecha. Aunque los ensayos individuales pueden
variar, se espera que una velocidad en rampa de como minimo 4°C deberia ser una velocidad suficiente para la
mayoria de ensayos, mientras que muchos ensayos no logran mostrar sesgo de amplificacion de alelos con una
velocidad en rampa de 2,0°C o menor. Ademas, se entiende que la velocidad en rampa de enfriamiento entre la
temperatura de desnaturalizacion y la temperatura de apareamiento puede generar sesgo de amplificacion segun
cuanto tiempo sean los cebadores lo suficientemente estables para empezar la hibridacion y la polimerasa activa
para extenderse a las temperaturas mayores antes de alcanzar la temperatura de apareamiento programada.

Ejemplo 4. Deteccion de fraccion de alelo baja.

Se estudiaron los efectos de la utilizacion de una polimerasa exo® (NEB Taq) en comparacion con la utilizacién de
una polimerasa exo” (anticuerpo Klentaq + eEnzyme). Se amplific6 un fragmento de 99 pb del exén 8 de p53 con los
siguientes cebadores y sonda:

p53x8 directo: CTACTGGGACGGAACAGCTT (SEQ ID NO. 4)
p53x8 inverso: GTGAGGCTCCCCTTTCTTG (SEQ ID NO. 5)
p53x8 prb1: TGAGGTGCgTGTTTGTGCCTGTC (SEQ ID NO. 6)

La sonda tiene un espaciador de tres carbonos en el extremo 3’ para bloquear la extension, y tiene una Tm
observada de aproximadamente 75°C. Un mutante que tiene un emparejamiento erroneo en la 9% base, mostrado
como una “g” minuscula anteriormente (G -> T), tiene una Tm observada de aproximadamente 69°C. La figura 4a
muestra amplificacion de tipo natural (----), mutante (------) y un heterocigoto con una proporciéon de alelos igual
(- ), en presencia de una polimerasa exo’, con una desnaturalizacién inicial de una pausa de 2 minutos a 95°C,
seguido por 55 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 30 segundos a un gradiente de temperatura de apareamiento
entre 63 y 73°C (teniendo cada muestra una temperatura de apareamiento ligeramente diferente), y extension a
77°C. La figura 4a no muestra evidencias en los heterocigotos de amplificacion preferente del alelo de Tm inferior a
pesar de ocho temperaturas de apareamiento diferentes utilizadas. La muestra (-----:-) tenia una temperatura de

apareamiento de 69°C, que todavia no mostr6 sesgo de amplificacion.

La figura 4b muestra reacciones similares a las de la figura 4a, excepto porque utiliza una polimerasa exo’. Estos
experimentos se establecieron conjuntamente y se ejecutaron en el mismo protocolo que los observados en la figura
4a. Tal como se puede observar en la figura 4b, se favorece la amplificacion del alelo mutante. Por tanto, a modo
ilustrativo, se desea una polimerasa exo’, u otra polimerasa que esté afectada por la hibridacion de la sonda. La
muestra (-------) se corresponde con 69°C, que, en este ejemplo, proporciona el mejor sesgo de amplificacion de
alelos.
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Ejemplo 5. Analisis de la temperatura de apareamiento.

En este ejemplo, se estudia el efecto de la temperatura de apareamiento. La diana utilizada en este ejemplo es el
exon 11 de PAH humano. Se utiliza ADN genémico humano en una concentracién de 15 ng/reaccién con los
siguientes cebadores y sonda sin marcar.

Cebador directo: AAGACAGCCATCCAAAATTACAC (SEQ ID NO. 7)

Cebador inverso: TTTGTCACCACCTCACCTTACTT (SEQ ID NO. 8)

Sonda: GAGTTCCAGCCCCTgTATTACGTG-bloqueante C3 (SEQ ID NO. 9) La amplificacion que utiliza los
cebadores anteriores da como resultado un amplicén de 105 pb. El G/C SNP rs772897 se indica en mindsculas. En
todos estos ejemplos, los homocigotos de Tm alta se muestran como (-------), los heterocigotos (mezcla 50:50) se
muestran como (------ ) ¥ los homocigotos de Tm baja se muestran como (- - - -).

Las figuras 5a-c muestran los resultados de amplificacion en el instrumento iCycler (Bio-Rad) con las siguientes
condiciones de ciclado: desnaturalizacién inicial a 95°C durante 2 minutos, seguido por 55 ciclos de 94°C durante
30 segundos y X°C durante 30 segundos, en donde X es una temperatura de apareamiento entre 60 y 72°C en
incrementos de 1°C; es decir, se ciclé cada muestra utilizando una temperatura de desnaturalizacion de 94°C y una
de las diversas temperaturas de apareamiento, con una velocidad en rampa de entre 1,5y 2,0°C/s. Tras la PCR, se
generan heteroduplex mediante fusidon a 95°C durante 30 s, seguido por 28°C durante 30 segundos Los amplicones
resultantes se fundieron en un instrumento de fusion LIGHTSCANNER desde 45°C hasta 95°C a una velocidad de
calentamiento convencional. Tal como se observa en la figura 5b, independientemente de qué temperatura de
apareamiento se utilice, los heterocigotos dan como resultado todos en general dos picos de fusién uniformes, lo
que indica que no existe sesgo hacia el alelo que tiene la Tm inferior. Tal como se comentd anteriormente, se cree
que la velocidad en rampa de 1,5 a 2,0°C/s puede ser demasiado lenta para algunos ensayos, lo que permite que la
sonda sin marcar se elimine por fusion del alelo de Tm superior y permita la extension. Se indica que este ensayo da
como resultado a veces algo de amplificacidon inespecifica, indicada por los controles negativos en la figura 5c
(rombos). La amplificacién inespecifica da como resultado habitualmente un punto de cruce retrasado y menor
fluorescencia en la curva de amplificacién, asi como una falta de picos de fusiéon adecuados en las curvas de fusion
derivadas.

Las figuras 6a-c muestran los resultados de la amplificacion por ciclado rapido a velocidades en rampa de
amplificacion de aproximadamente 4 - 6°C/s de la misma diana utilizando una temperatura de apareamiento de
60°C. El alelo de Tm inferior tiene una Tm observada de aproximadamente 67°C, mientras que el alelo de Tm
superior tiene una Tm observada de aproximadamente 72°C. Por tanto, la temperatura de apareamiento de 60°C
esta en un extremo muy bajo del pico de fusion del alelo de Tm inferior y esta muy por debajo de todo el pico del
alelo de Tm superior. Tal como se observa en la figura 6b, los homocigotos de Tm baja y los heterocigotos muestran
curvas de fusién casi idénticas, y el homocigoto de Tm alta muestra principalmente amplificacién inespecifica, lo que
indica que el alelo de Tm inferior esta favorecido completamente, por la eliminacién de practicamente toda la
amplificacion del alelo de Tm alta.

Las figuras 7a-c muestran resultados similares utilizando una temperatura de apareamiento de 62°C. Sin embargo,
aunque los homocigotos de Tm baja y los heterocigotos muestran curvas de fusion casi idénticas, se puede observar
un pico muy pequefio a 70°C con los heterocigotos, y el homocigoto de Tm alta muestra algo de amplificacion. El
punto de cruce del alelo de Tm alta se desplaza aproximadamente 6,5 ciclos. El examen del pico de fusién para el
alelo de Tm alta muestra una ligera area bajo el pico de fusién a 62°C. Dado que la hibridaciéon es un equilibrio
dinamico, se cree que algun porcentaje de sondas se fundira del alelo de Tm alta, incluso a 62°C, permitiendo, por
tanto, alguna amplificacion minima. Aun asi, dado que la unién de la sonda al alelo de Tm alta es muy estable, la
amplificacion del alelo de Tm baja esta fuertemente favorecida.

Las figuras 8a-c muestran resultados similares utilizando una temperatura de apareamiento de 64°C. Se retrasa la
amplificacion del alelo de Tm alta, pero no tanto como con una temperatura de apareamiento de 62°C
(aproximadamente 4 ciclos frente a 6,5 ciclos). En los heterocigotos, existe un punto de fusién pequefio pero
facilmente reconocible a 70°C, que muestra algo de amplificacion del alelo de Tm superior en los heterocigotos.

Las figuras 9a-c muestran los resultados con una temperatura de apareamiento de 65°C. Se retrasa la amplificacion
del homocigoto de Tm alta sélo aproximadamente 2,5 ciclos, y el heterocigoto muestra un pico mas definido a 70°C.
Aun asi, el alelo de Tm baja esta fuertemente favorecido.

Las figuras 10a-c muestran los resultados con una temperatura de apareamiento de 67°C. Esta temperatura de
apareamiento esta aproximadamente a mitad de camino entre las dos Tm. Se retrasa la amplificacién del
homocigoto de Tm alta sélo aproximadamente 1,5 ciclos. Aunque el heterocigoto muestra claramente un pico de
fusién a 70°C, se favorece todavia el alelo de Tm baja.

Las figuras 11a-c muestran los resultados con una temperatura de apareamiento de 68°C. Se retrasa la
amplificacion del homocigoto de Tm alta s6lo aproximadamente 0,6 ciclos. El heterocigoto muestra claramente un
pico de fusion a 70°C, pero el pico a 65°C es todavia mayor.
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Las figuras 12a-c muestran los resultados con una temperatura de apareamiento de 69°C. Esta temperatura de
apareamiento esta so6lo aproximadamente un °C por debajo de la Tm del alelo de Tm alta. Se retrasa la amplificacion
del homocigoto de Tm alta sélo aproximadamente 0,7 ciclos. Aun asi, los picos de fusidbn muestran que la
amplificacion del alelo de Tm baja se favorece todavia.

Las figuras 13a-c muestran los resultados con una temperatura de apareamiento de 70°C. Esta temperatura de
apareamiento es aproximadamente la misma temperatura que la Tm del alelo de Tm alta. Se retrasa la amplificacion
del homocigoto de Tm alta soélo aproximadamente 0,4 ciclos. Los picos de fusidon muestran que la amplificacion del
alelo de Tm baja sélo esta ligeramente favorecida.

Debido a la Tm de los cebadores en este ejemplo, es dificil obtener amplificacion utilizando temperaturas de
apareamiento significativamente por encima de 70°C. Aun asi, si los cebadores se extienden para elevar su Tm, se
espera que temperaturas de apareamiento por encima pero proximas a la Tm alta de alelo interferirian con la
amplificacion de ese alelo, mientras que no interferirian con la amplificacion del alelo de Tm baja, siempre que la
temperatura de apareamiento esté por debajo de la curva del pico de fusién de Tm alta.

En algunas realizaciones, se puede desear sélo detectar la presencia del alelo de Tm baja, que puede estar
presente en fracciones muy pequefias de alelo. En ese caso, se puede desear una temperatura de apareamiento
baja, tal como se muestra en la figura 6b o 6b. En otras realizaciones, se puede desear seleccionar una temperatura
de apareamiento que favorece el alelo de Tm baja pero que todavia permite la amplificacion del alelo de Tm
superior. En tales realizaciones, se puede desear una temperatura de apareamiento a o ligeramente por encima de
la Tm del alelo de Tm baja, tal como se muestra en las figuras 9b o 10b. Se pueden desear otros grados de sesgo
de alelo, segun el ensayo especifico.

En una realizacion, la temperatura de apareamiento para un ensayo particular se determina ejecutando muestras a
una mezcla de tipo natural:mutante 50:50, utilizando la Tm del alelo mutante. Si existe sesgo de amplificacién de
alelos, se observara una disminucién en el pico de tipo natural. Si el pico de tipo natural no ha disminuido
significativamente, la temperatura de apareamiento puede caer, a modo ilustrativo en incrementos de 2°C, aunque
se pueden utilizar otros incrementos, y se vuelve a ejecutar la mezcla de muestra hasta la extincion completa del
alelo de tipo natural. A menudo es deseable utilizar una temperatura de apareamiento algo mayor que la
temperatura de extincién. Por tanto, la temperatura de apareamiento optimizada puede estar a modo ilustrativo 2°C
por encima de la temperatura de extincion. Se puede confirmar la idoneidad de la temperatura de apareamiento
utilizando diluciones en serie del alelo mutante en presencia del alelo de tipo natural hasta los niveles de sensibilidad
deseados.

Ejemplo 6. Sesgo de amplificacién de alelos utilizando cebadores Snapback.

En este ejemplo, se utiliza un SNP de rs149041370 con una variacion A/G para estudiar el enriquecimiento del alelo
con cebadores Snapback.

Se extrajo ADN de sangre humana utilizando un kit de aislamiento de ADN de Puregen (Gentra Systems). Se
cuantificaron las concentraciones de ADN mediante NanoDrop (Thermo Scientific) y el punto de cruce de PCR. Se
entiende que el mismo punto de cruce de PCR indica la misma concentracion de moldes de ADN. Se utilizaron los
siguientes cebadores:

Cebador directo: AGCTCAGAACTGCCTGGTGT (SEQ ID NO. 10)

Cebador inverso: acGTTCTTTGCAGAACTGGCTGGtctctgggcetgtccacacctgaa (SEQ ID NO. 11). El elemento de
sonda se muestra en mayusculas en el cebador inverso, con el sitio de SNP mostrado subrayado en el mismo. El
cebador es la seccion de 23 pb en el extremo 3’ del cebador inverso. Las dos bases mostradas en minusculas en el
extremo 5’ del cebador inverso tienen emparejamiento erroneo para evitar la extension cuando el elemento de sonda
se une en el amplicon complementario. La cola de cebador inverso es un complemento perfecto para el alelo G. El
tamano de amplicon es de 133 pb.

Se realizé PCR en volimenes de reaccion de 10 ul que contenian MgClz 1,5, 2 6 3 mmol/l, Tris 50 mmol/l (pH 8,3),
albumina sérica bovina 500 mg/l, 200 pmol/l de cada dNTP, 0,4 unidades de polimerasa KLENTAQ (AB Peptides),
anticuerpo monoclonal ati-Taq 64 ng/ul (éENZYME), LCGREEN Plus 0,5x, 0,05 um de cebador directo, 0,5 um de
cebador Snapback (inverso) y 50 ng de ADN gendmico humano. Se realizé PCR en un instrumento LIGHTCYCLER
(Roche) durante 70 ciclos con desnaturalizacion a 95°C (pausa de 0 s), apareamiento a 63°C (pausa 0) y extension
a 63°C (pausa de 2 s). Tras la PCR, se retiraron entonces las muestras capilares del instrumento LIGHTCYCLER, se
colocaron en el instrumento de fusién de alta resolucion HR-1 (Idaho Technology) y se fundieron desde 60°C hasta
92°C con un rampa de 0,5°C/s. Se entiende que este procedimiento de PCR, utilizando un instrumento
LIGHTCYCLER, con fusion a continuaciéon en un instrumento HR-1, es equivalente a amplificaciéon y fusién post-
PCR en un instrumento LS32. Las velocidades en rampa en el instrumento LIGHTCYCLER son comparables con el
ciclado rapido del instrumento LS32.
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Se normalizaron las curvas de fusién utilizando sustraccion exponencial de fondo (véase la solicitud de patente de
Estados Unidos No. 2009-0222503), y se diferenciaron usando ajuste de Savitzky-Golay (Palais R, Wittwer CT.
Methods Enzymol 2009; 454:323-43). En una realizacion, se calculan fracciones de alelo para un protocolo particular
mediante alturas de picos ponderados tal como se ilustra en la figura 24. Especificamente, Dy(T) es la derivada
negativa de la curva de fusiéon normalizada de una muestra de tipo natural, D(T) es la derivada negativa de la curva
de fusién normalizada de una muestra de homocigoto mutante 50:50 y D«(T) es la derivada negativa de la curva de
fusiéon normalizada de una mezcla fraccionaria de los dos. Si el elemento de sonda Snapback coincide con el alelo
de tipo natural, Dm(T) tendra un pico a una temperatura T, baja y Dw(T) tendra un pico a una temperatura T alta con
TL<Tu- D¢(T) presenta normalmente dos picos correspondientes a la fusion del alelo con emparejamiento erréneo a
TL y el alelo emparejado a Tw. La fraccion de alelo mutante se calcula como el promedio ponderado de dos
estimaciones como Fn = W f(TL) + Wxf(Th) en la que WL y Wy son las ponderaciones y f(T.) y f(Tw) son las
estimaciones individuales a cada pico de temperatura. Las ponderaciones se determinan mediante las magnitudes
relativas de la muestra mixta por encima de los niveles iniciales de las muestras no mixtas para favorecer el pico
mayor: wi=al(a+b) y wy=b/(a+b) (figura 24). Las estimaciones individuales f(T.) y f(Tn) se obtienen
proporcionalmente a cada temperatura: f(T.) =a/d y f(Tw) =c/e. Por tanto Fr, = (a2e+bcd)/(de(a+b)). Se entiende que
si el protocolo cambia para afectar a las alturas de pico del heterocigoto (por ejemplo, un cambio en la temperatura
de apareamiento, concentracion de Mg++, tiempo de extension, etc.), los valores de a, b, ¢, d, y e cambiaran, y la
ecuacion es valida para esa forma de curva de heterocigoto 50:50 especifica. Por tanto, la férmula proporciona un
ajuste para volver a calcular la concentracién de partida de cada alelo. Se entiende que se pueden calcular
fracciones de alelo segun cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento utilizando este u otros
procedimientos, tales como mediante comparacion con una serie de dilucién. En la técnica se conocen otros
procedimientos. Véase la solicitud de patente U.S.A. n.° 2003-0104438.A continuacion, se presenta informacion
adicional sobre los procedimientos para calcular fracciones de alelo a continuacién en el ejemplo 9.

Efectos del enriquecimiento de alelo raro durante la PCR

1. Temperatura de desnaturalizacion: se realizé PCR con una temperatura de desnaturalizaciéon de 95°C, 90°C, 89°C
u 88°C. Tal como se observa en las figuras 14a-d, una temperatura de desnaturalizacién de 95°C frente a 90°C no
tuvo efecto sobre el enriquecimiento del pico de emparejamiento erréneo. 88°C fue una temperatura de
desnaturalizacion demasiado baja, y el molde no se amplificé bien.

2. Temperatura de apareamiento: en las figuras 15a-d, la temperatura de desnaturalizacion se mantuvo a 95°C y
extensién a 76°C, mientras que la temperatura de apareamiento estaba a 55°C, 58°C, 61°C o 63°C. Tal como se
encontré6 con sondas sin marcar, la temperatura de apareamiento no tuvo ningun efecto sobre la proporcion de
amplificacion de alelos cuando la temperatura de extension se mantiene cerca de la Tm del alelo emparejado.

3. Temperatura de extension: en las figuras 16a-d, la temperatura de desnaturalizacion se mantuvo a 95°C y la
temperatura de apareamiento a 63°C, mientras que la temperatura de extension era de 74°C, 72°C, 70°C o 68°C. Tal
como se encontré con sondas sin marcar, cuanto menor sea la temperatura de extension (hasta temperaturas de
aproximadamente la de la Tm de sonda emparejada), mas enriquece la amplificacion el alelo de emparejamiento
erréneo.

4. Tiempo de extension: las figuras 17a-b muestran que con un tiempo de extension mas corto, disminuyendo desde
5 segundos hasta 1 segundo, el alelo de emparejamiento erréneo se enriquece significativamente. Con la
temperatura de extension de 68°C y el tiempo de extension de 1 segundo, en las mezclas 1:1 y 1:10 el producto de
amplificacion es ahora en su mayoria el alelo A, y en la mezcla 1:100, el producto de amplificacion es ahora
aproximadamente el 50% de cada alelo. La mezcla 1:1000 es diferente notablemente del alelo G puro. Por tanto, el
grado de enriquecimiento del alelo esta fuertemente relacionado con el tiempo de extension de PCR. Tal como se
resume en la figura 26a, cuando el tiempo de extensién era de 20 segundos (tipico de PCR convencional), las
muestras con una proporciéon de 1:1000 (mutante a tipo natural) no se enriquecieron suficientemente para la
deteccién. Sin embargo, a medida que el tiempo de extension se reduce, estos alelos raros se vuelven faciles de
detectar. En el caso extremo con un tiempo de extension de 0 segundos, la fraccion del alelo mutante resultante se
aumento desde el 0,1% (1:1000) hasta el 29%. La sensibilidad mejorada de tiempos de extensién cortos tiene la
ventaja anadida de acelerar la finalizaciéon de la PCR, a modo ilustrativo a sélo de 20 a 25 minutos (~20 s/ciclo).

5. Concentracion de Mg: En las figuras 18a-c, se utilizaron las condiciones de ciclado de la etapa 4 anterior, y las
concentraciones de Mg fueron de 1,5 mM, 2 mM y 3 mM. La concentracion de magnesio mas baja (tampén Mg
1,5 mm) proporcioné buena amplificacion del alelo secundario en la mezcla 1:1000. La concentracion de magnesio
parecia dar como resultado esencialmente amplificacién uniforme de los alelos principales y secundarios. La figura
26b resume el trabajo adicional con concentraciones de Mg++ libre que oscilan entre 2,2 mM y 0,8 mM, con una
proporcion 1:1000 de mutacion con respecto a molde de tipo natural. La fraccién de mutaciéon aparente aumento
desde indetectable hasta el 48% a medida que se redujo la concentracién de Mg™*. Una explicacion puede ser que
una concentraciéon de Mg*™" menor aumenta la amplificacion del heterocigoto, aumentando por tanto la razén de
heteroduplex. Otra explicacién puede ser que el alelo de mutacién no forma una horquilla a la concentracién de Mg*™
menor, permitiendo por tanto que el alelo de mutacion se amplifique mas rapidamente.

6. Longitud de la cola: se variaron las longitudes de cola (elementos de sonda), usando 9 pb (Tm 64°C), 13 pb (Tm
72°C), 17 pb (Tm 74°C) y 21pb (Tm 77°C). Colas mas largas tienen Tm superior y, tal como se observa en las
figuras 19a-d, la Tm superior enriquece el alelo con emparejamiento erréneo. Cuando se utilizan colas mas cortas,
es posible obtener enriquecimiento del alelo secundario reduciendo la temperatura de extension hasta por debajo de
la Tm del alelo emparejado, siempre que la temperatura de extension no se reduzca por debajo de la temperatura
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eficaz de la polimerasa.

Los resultados mostrados en las figuras 14-19 son coherentes con los resultados mostrados anteriormente para las
sondas sin marcar. En este ejemplo, se utilizaron temperaturas de apareamiento y de extensién diferenciadas, pero
cuando se escogieron temperaturas de extensién de modo que la mayoria o todo el elemento de sonda emparejado
se une y la mayoria del elemento con emparejamiento erroneo se elimina por fusién, entonces el alelo con
emparejamiento erroneo se amplifica preferentemente. La figura 16 muestra que, a medida que se reduce la
temperatura de extensién, la amplificacion del alelo con emparejamiento erréneo se favorece cada vez mas.
Ademas, en este ejemplo, con cebadores Snapback se ha encontrado también que un tiempo de extension corto y
menor concentracion de Mg favorece la amplificacion de alelo de emparejamiento erréneo, de modo que puede
analizarse una proporcion de ADN de 1:1000 o incluso mayor, tal como puede observarse en la figura 20. Se espera
que estos efectos se observen también con sondas sin marcar y otras sondas segun la presente invencion.

Sin limitarse a ninguna teoria particular, se cree que la amplificacion utilizando cebadores Snapback favorece el
alelo de emparejamiento erréneo por los motivos comentados anteriormente con respecto a sondas sin marcar. Sin
embargo, dado que los cebadores Snapback forman estructuras de bucle intramoleculares, se cree que no sdlo la
seccion de sonda emparejada interferira con la extension en una interaccion intermolecular con otra secuencia diana
0 cuando el bucle esta en el sentido de 3’ (como con amplificacion de un amplicén utilizando el cebador directo
comentado anteriormente), sino que interferira también con el apareamiento del cebador Snapback (inverso) con el
producto de amplificacién en bucle. EI mecanismo probable de enriquecimiento del alelo mediante cebadores
Snapback se muestra en la figura 25. El elemento de sonda Snapback tiene emparejamiento erréneo con el alelo de
mutacion, desestabilizando la horquilla y permitiendo que la polimerasa despliegue la estructura secundaria y
complete la extension del producto de PCR de longitud completa (figura 25, a la izquierda). Sin embargo, el
elemento de sonda Snapback se empareja completamente con el alelo de tipo natural, bloqueando la extension con
una horquilla mas estable y evitando la formacién del producto de PCR de longitud completa (figura 25, a la
derecha). Puesto que la amplificacion diferencial depende de la estabilidad de la horquilla relativa que resulta de un
Unico emparejamiento erréneo, un enriquecimiento satisfactorio depende probablemente de las condiciones de
amplificacion, incluyendo actividad de desplazamiento de la polimerasa, la temperatura de apareamiento relativa a la
estabilidad de la horquilla y el tiempo de extensién. Se cree que los cebadores Snapback pueden ser capaces de
sesgar la amplificacién del alelo de emparejamiento erréneo hasta un grado mayor que el de sondas sin marcar.
Finalmente, se ha encontrado que una polimerasa exo’ es mas compatible con el enriquecimiento del alelo
utilizando cebadores Snapback que con sondas sin marcar. Esto puede deberse al emparejamiento erréneo en 5’ en
el elemento de sonda.

Ejemplo 7. Identificacién de tumor ciego utilizando: cebadores Snapback.

Los nddulos tiroideos son bastante comunes y se encuentran en aproximadamente el 5% de las mujeres y en el 1%
de los hombres, por lo que mas del 90% son nédulos hiperplasicos benignos o adenomas foliculares. Si es maligno,
el diagndstico suele ser carcinoma tiroideo papilar, PTC. A menudo, uno de los 15 ARNm quiméricos que implican al
protooncogén RET, una tirosina-quinasa, se menciona como la causa de PTC. Tanto el cancer tiroideo medular
como el cancer tiroideo papilar estan estrictamente vinculados con mutaciones activantes en el gen RET. Estan
presentes transposiciones de RET, provocadas por inversiones o traslocaciones cromosomicas, en el 20-40% de los
casos de PTC. Sin embargo, recientemente se mencioné una mutacion somatica del gen BRAF, ¢.1799 T>A, que
provoca una sustitucion de valina por glutamato, p.V600E, como el cambio mas comun en los PTC que da como
resultado mas del 80% de los canceres tiroideos. Esta sustitucion de aminoacido conduce a la activacion constitutiva
y la desregulacion de la ruta de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK). En este ejemplo, se estudia la
mutacion puntual de la mutacion de B-raf V60OE (T — A).

Se extrajo ADN de mutacién homocigoética de B-raf V60OE de la linea celular humana HTB-72 (ATCC) utilizando un
kit de aislamiento de ADN de Puregen (Gentra Systems). Se cuantificaron las concentraciones de ADN mediante
NanoDrop (Thermo Scientific) y se ajustaron utilizando el punto de cruce de PCR. ARUP (Salt Lake City, UT)
proporcioné 47 pares de muestras de tejido tumoral sometido a prueba previamente y de ADN de nédulo tiroideo de
aguja para un ensayo ciego (Leslie R Rowe, y otros CytoJournal 2006, 3:10). Se utilizaron los siguientes cebadores,
con la misma significacion que en el ejemplo 6:

Cebador directo: tgttttcctttacttactacacctcag (SEQ ID NO. 12)
Cebador inverso: aaTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGtcagtggaaaaatagcctcaattc (SEQ ID NO. 13).

El tamafio de amplicon es de 145 pb.

Se realizé PCR en volumenes de reaccion de 10 pl que contenian MgCl, 2 mmol/l, Tris 50 mmol/l (pH 8,3), albimina
sérica bovina 500 mg/l, 200 umol/l de cada dNTP, 0,4 unidades de polimerasa KLENTAQ (AB Peptides), anticuerpo
monoclonal Ati-Taq 64 ng/ul (éENZYME), LCGREEN Plus 0,5x, 0,05 um de cebador directo, 0,5 um de cebador
Snapback (inverso) y 50 ng de ADN gendmico humano. Se realizé PCR en un instrumento LIGHTCYCLER (Roche)
durante 70 ciclos con desnaturalizacion a 95°C (pausa de 0 s), apareamiento a 52°C (pausa 0) y extension a 64°C
(pausa de 0 s). Tras las PCR, se retiraron entonces las muestras capilares del instrumento LIGHTCYCLER, se
colocaron en el instrumento de fusion de alta resoluciéon HR-1 y se fundieron desde 60°C hasta 88°C con una rampa
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de 0,5°C/s.

Para comparacion, se utilizd el mismo cebador directo con el elemento de cebador del cebador inverso anterior
(tcagtggaaaaatagcctcaattc (SEQ ID NO. 14)) en PCR simétrica convencional para amplificar un amplicén de 183 pb
en PCR simétrica convencional. Utilizando esta PCR convencional, se podia detectar una proporcién de mutacion de
B-raf con respecto de ADN de tipo natural de 1:25, mientras que el protocolo de PCR de cebador Snapback
explicado resumidamente en el parrafo anterior puede enriquecer PCR para detectar 1:100 (figuras 21a-b). Los
resultados se confirmaron utilizando secuenciacion.

Tras el andlisis ciego, todas las muestras concordaban excepto 2 muestras que eran positivas mediante cebadores
Snapback pero negativas mediante sondas de hibridacion. Una muestra de aguja contenia V600E en una cantidad
menor del 1%. Una frecuencia tan pequefia no se puede detectar mediante PCR convencional, pero tal como se
observa cuando la linea (- - - -) ((- - - -) es control 1:100) en la figura 22, esto es detectable mediante enriquecimiento
de cebador Snapback.

Ejemplo 8. Deteccion de deleciéon pequeia utilizando cebadores Snapback.

Se han detectado mutaciones somaticas en el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en pacientes
con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y se asocian con sensibilidad al tratamiento con los
farmacos Gefitinib o Erlotinib. Dos de los tipos mas comunes de mutaciones de EGFR somaticas son deleciones
pequefias del exén 19 y la mutacién puntual L858R (que representan aproximadamente el 85%). En este ejemplo, el
ex6n19 de EGFR se utiliza para mostrar que el procedimiento de enriquecimiento del cebador Snapback podia
detectar una delecion pequefia.

Se extrajo ADN de mutacion homocigotica E746-A750 de EGFR de la linea celular humana CRL-5883 (ATCC)
utilizando un kit de aislamiento de ADN de Puregen (Gentra Systems). Se cuantificaron las concentraciones de ADN
mediante NanoDrop (Thermo Scientific) y se ajustaron utilizando el punto de cruce de PCR. Se utilizaron los
siguientes cebadores, con la misma significacion que en el ejemplo 6:

Cebador directo: TGGATCCCAGAAGGTGAGAA (SEQ ID NO. 15)

Cebador inverso: ccAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGagcagaaactcacatcgagga (SEQ ID NO. 16). Tal como
anteriormente, el elemento de sonda coincide con el tipo natural. El tamafio de amplicon de tipo natural es de 131 pb
en el tipo natural. Se estudiaron varias deleciones, ambas de las cuales se solapan parcialmente con el elemento de
sonda.

Se realizé PCR en volumenes de reaccion de 10 pl que contenian MgCl, 2 mmol/l, Tris 50 mmol/l (pH 8,3), albimina
sérica bovina 500 mg/l, 200 umol/l de cada dNTP, 0,4 unidades de polimerasa KLENTAQ (AB Peptides), anticuerpo
monoclonal Ati-Taq 64 ng/ul (éENZYME), LCGREEN Plus 0,5x, 0,05 um de cebador directo, 0,5 um de cebador
Snapback (inverso) y 50 ng de ADN gendémico humano. Se realizé PCR en un instrumento LIGHTCYCLER (Roche)
durante 70 ciclos con desnaturalizaciéon a 95°C (pausa de 0 s), apareamiento a 55°C (pausa de 0) y extension a
64°C (pausa de 0 segundos - deteccidn a esta temperatura durante una pausa de 0,2°C por muestra). Tras la PCR,
se retiraron entonces las muestras capilares del instrumento LIGHTCYCLER, se colocaron en el instrumento de
fusién de alta resolucion HR-1 (Idaho Technology) y se fundieron desde 60°C hasta 88°C con una rampa de 0,5°C/s.

En este ejemplo, debido a la delecion, existe separacion sustancial de los picos de fusion y las temperaturas de
apareamiento y extension utilizadas estan ambas por debajo de practicamente todo el pico de tipo natural. Tal como
se observa en la figura 23, proporciones de delecion E476-A750 del exdn 19 de EGFR con respecto a ADN de tipo
natural de 1:1000 (el mutante es el alelo raro) son facilmente distinguibles del tipo natural, e incluso una proporcion
de 1:10000 se puede distinguir del tipo natural mediante PCR de enriquecimiento del cebador Snapback.

Ejemplo 9. Procedimientos para determinar fracciones de alelo

Cuando se funden los productos de PCR en presencia de colorantes de ADN, la dependencia medida de
fluorescencia sin procesar R(T) de la temperatura T incluye dos componentes primarios. Para un colorante de
saturacion e intercalante (de alta resolucion), M(T) es estrechamente proporcional a la cantidad total de ADN que
esta en su estado bicatenario, ADNbc, a temperatura T. El resto de la fluorescencia sin procesar, B(T), se puede
modelar a modo ilustrativo mediante un decaimiento exponencial, particularmente en los regimenes de temperatura
de interés actual, es decir, aquellos en los que sondas de oligonucleétido cortas (sin marcar o Snapback) se
desnaturalizan a su forma de espiral aleatoria. Después de que se elimine B(T), utilizando a modo ilustrativo el
procedimiento de sustraccion de fondo exponencial (véase la solicitud de patente U.S.A. n.° 2009- 0222503), y M(T)
se escala a fluorescencia con fondo eliminado y normalizada F(T), a modo ilustrativo en el intervalo [0,1], la
combinacién convexa se aproxima bien a la curva resultante (es decir, una suma de coeficientes no negativos cuya
suma total es igual a 1) de curvas de fusion termodinamicas de van ‘tHoff de dos estados. Estos modelos para B(T)
y F(T) se describen ambos en (Palais R y Wittwer CT, Methods in Enzymology 454:323-43, 2009).

En las realizaciones ilustrativas presentadas en el presente documento, el modelo puede simplificarse
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considerablemente mediante la reduccion en el nUmero de especies implicadas en las reacciones en regimenes de
temperatura en los que se funden las sondas. Dado que se utilizan sondas, tales como sondas sin marcar y
cebadores Snapback, soélo dos de los cuatro duplex posibles que se producen normalmente en heterocigoto diploide
bialélico natural y fusion de amplicones de mezcla sintética estan presentes en la curva de fusion en los intervalos
de temperatura de sonda.

Desde esta perspectiva, F(T), es una combinacion convexa
F(T)= cm Fm(T)+ cw Fw (T),
es decir, en la que los coeficientes de fraccion de alelo no negativos, cu y cy satisfacen cu + cu=1.

Mediante linealidad de diferenciacion, las curvas derivadas negativas de las curvas de fusién normalizadas
adecuadamente, D(T), es una combinacién convexa de las curvas derivadas negativas normalizadas y definidas de
manera similar correspondientes a las dos especies de duplex (a modo ilustrativo, sonda con WT (tipo natural) y
sonda con MUT):

D(T)=-F’(T)= ¢y Du(T)+ cw Dw (T).

Por tanto, tal como se ilustra en la figura 24, la derivada negativa presenta dos picos cuyas magnitudes se miden
mediante cualquiera de varios procedimientos descritos a continuacion y reflejan la proporcion relativa de las dos
especies de producto, presumiblemente una que coincide con la sonda (en el sentido de complemento inverso), y
otra con una Tm inferior que contiene algo de emparejamiento erréneo. En el presente documento, lo primero se
denomina WT (tipo natural) y lo ultimo MUT, aunque se entiende que el emparejamiento perfecto no siempre es el
alelo de tipo natural y el alelo con el emparejamiento erréneo no siempre contiene una mutacion.

Es una advertencia importante que, para el problema de cuantificar las fracciones de molde iniciales, se necesita
informacién sobre la eficacia relativa de amplificacion para evaluar las frecuencias de alelos originales. Tal como se
muestra en los multiples ejemplos anteriores, dos muestras con la misma proporcion de alelos inicial podrian
amplificarse con niveles variables de enriquecimiento selectivo de un alelo en particular, para dar como resultado
productos que se miden con proporciones de alelos finales muy diferentes. A la inversa, muestras con proporciones
iniciales distintas pueden producir productos finales con la misma proporciéon, a modo ilustrativo si se utilizan
protocolos de amplificaciéon diferentes adecuadamente. Ademas de los procedimientos presentados en el presente
documento, también pueden utilizarse procedimientos tales como curvas patron derivadas de series de dilucion, asi
como diversos procedimientos tedricos para convertir las proporciones de producto final para obtener proporciones
de molde iniciales en cualquier protocolo de amplificacion reproducible particular (por ejemplo, tiempo de extension,
concentracion de magnesio).

En un procedimiento ilustrativo de calculo de las fracciones de alelo, Da(T) denota la derivada negativa de la curva
de fusion normalizada de una muestra, donde el subindice a representa tipo natural (w), mutante homocigoto (m) o
una mezcla fraccionaria de los dos (f). Si un cebador Snapback (o sonda sin marcar u otra sonda) coincide con el
alelo de tipo natural, la curva derivada negativa de mutante puro, Dm(T), presentara un pico a una temperatura T, y
la curva derivada negativa de tipo natural puro, Dw(T), presentara un pico a una temperatura Ty, con L para inferior y
H para superior como T, <T. (Se entiende que si el Snapback coincide con el alelo mutante, entonces pueden
invertirse simplemente los roles de T y Ty a continuacion). La curva derivada negativa de una mezcla fraccionaria,
D«(T), presenta normalmente dos picos correspondientes a la fusidon del cebador Snapback, uno del alelo de
emparejamiento erréneo a un temperatura inferior T, y uno del alelo emparejado a una temperatura superior Tn.
Cuando las proporciones de la mezcla de alelos estan lejos de ser iguales, el alelo minoritario presenta un pico débil,
0 no presenta pico, a la temperatura correspondiente. Para tener esto en cuenta, se puede cuantificar el alelo
mutante utilizando un promedio ponderado de dos estimaciones,

Fm= WLf(TL) + WHf(TH),

cada una obtenida a una de estas temperaturas de fusion. Las ponderaciones para cada pico de temperatura se
determinan mediante alturas relativas de las magnitudes de la muestra mixta por encima de la de los niveles iniciales
de las muestran no mixtas que se funde a la otra temperatura:

WL = (D(TL)-Dw(TL))/(De(TL) + D«(Twn)-(Dw(TL)+Dm(Tw))) (=al(a+b) en la figura 24)

Wy = (D(TH)-Din(TH))/(Di(TL) + De(TH)-(Dw(TL)*+Dm(TH))) (=b/(a+b) en la figura 24).

Las ponderaciones son positivas, su suma es 1, y favorecen el pico definido mas claramente.
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Las estimaciones individuales f(T.), f(TH), pueden obtenerse mediante interpolacion lineal de D«(T) entre Dw(T) y
Dn(T) a las dos temperaturas:

f(TL)=(De(TL)-Dw(TL))/(Dm(TL)-Dw(TL)) (=a/d en la figura 24)

f(Th)=(DH{TH)-Dw(TH))/(Dm(Th)-Dw(TH)) (=cle en la figura 24).

En el caso extremo de que la mezcla sea de tipo natural puro, de modo que Ds=D,, los presentes inventores
encontraron que f(T.)=0 y f(Tn)=0, y también w;= 0 y wy= 1, de modo que Fn=0. En el caso extremo de que la
mezcla sea mutante puro, de modo que Di=Dn, los presentes inventores encontraron que f(T.)=1 y f(Th)=1, y
también wi = 0 y wq= 1, de modo que Fy=w + wy = 1.

En conjunto, en cuanto a las cantidades en la figura 24,
Fn= a/(atb)(a/d)+ b/(a+b)(c/e) = (aae+bed)/(de(a+b))
tal como se comento anteriormente en el ejemplo 6.

La eleccion de ponderacion se puede utilizar para proporcionar alguna cancelacién de efectos no lineales debido a
reapareamiento de sondas a partir de moldes con emparejamiento erréneo a moldes con emparejamiento y durante
la fusion. Aunque esto y otros ejemplos ilustrativos se presentan utilizando dos alelos, se entiende que son sencillas
las generalizaciones de estas formulas a mezclas de mas de dos alelos.

Una implementacion alternativa es utilizar sélo los valores asociados con el pico superior, es decir, a/d o c/e. En tal
realizacion, se entiende que a y ¢ estan directamente relacionados y, por tanto, sélo se utiliza uno de estos valores.
Otra alternativa es incluir una muestra heterocigota natural (HET) en el protocolo experimental y utilizar condiciones
de amplificacién disefiadas para dar como resultado picos del producto que sean esencialmente iguales segun los
procedimientos de cuantificacion anteriores, interpolar los picos de la muestra y los de WT y MUT para interpolar
inversamente la magnitud relativa de la muestra entre 0,5 y 1 tal como se hizo anteriormente entre 0 y 1. Por
ejemplo:

f(T1L)=0,5+0,5(D(TL-Dn(TL))/(Dm(T1)-Dn(T0))
f(T1)=0,5+0,5(D(TL-Dn(T1))/(Duw(T1)-Dn(T1))

y estimar la fraccion de alelo mutante utilizando el pico de HET y MUT a T_ y la fraccién de alelo mutante utilizando
los picos de HET y WT a T, respectivamente. Como una comprobacion, si Di=D;, ambas fracciones de alelo son
0,5, si Dr = Dy, la fraccion de alelo mutante es 0,0, y si Df = Dp, la fraccidon de alelo mutante es 1,0. A modo
ilustrativo, estos valores se pueden ponderar entonces exactamente igual que antes.

Opcionalmente, estos valores pueden ponderarse segun la formula anterior, o puede darse ponderacién completa al
valor correspondiente al pico superior.

Las cantidades a,b,c,d,e pueden determinarse de maneras alternativas. En lugar de encontrar simplemente la
temperatura y valor correspondiente del valor maximo puntual, los picos se pueden ajustar utilizando ajuste
cuadratico y obtener la temperatura y el valor del punto mas alto del ajuste cuadratico del pico mas alto, y el valor de
los ajustes de las otras curvas a las mismas temperaturas.

Ademas, la altura del pico se puede reemplazar por el area entre las curvas correspondientes a lo largo de un
intervalo de temperatura que contiene los picos (utilizando a modo ilustrativo cualquier procedimiento anterior para
ubicar los picos) cuyo ancho se determina a modo ilustrativo por donde el pico mas alto se ha reducido a 1/e (el
factor de decaimiento exponencial natural) multiplicado por su valor maximo.

Como el procedimiento de cuantificacion TMBSP en la solicitud de patente U.S.A. n.° 2003-0104438, los
procedimientos descritos a continuacion se basan en la termodinamica. Sin embargo, los procedimientos ilustrativos
presentados en el presente documento no son iterativos. Mas bien, los procedimientos presentados en el presente
documento son rapidos y faciles de implementar, al tiempo que se conserva un alto grado de precision. También se
incluye un procedimiento basado en el mejor ajuste de minimos cuadrados no lineal de Levenberg-Marquardt simple
de D(T) mediante una combinacion convexa de curvas derivadas de van 'tHoff cuyos parametros termodinamicos AH
y AS asociados con cada una de las dos especies de duplex (sonda con WT y sonda con MUT) se consideran como
variables ademas de las fracciones de alelo. Se pueden establecer también los valores de las secuencias conocidas
y los parametros vecinos mas proximos (incluyendo parametros dedicados derivados utilizando fusién de alta
resolucion en condiciones de laboratorio convencionales) en cuyo caso el ajuste se reduce a un problema de
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minimos cuadrados lineal de dos parametros.

Minimos cuadrados no lineales basados en la termodinamica (TMBNLS): obtener el mejor ajuste de minimos
cuadrados no lineal de D(T) con respecto a seis parametros desconocidos, ¢y, AHwm, ASm, cw, AHw, ASw.

D(T)= cx D(AHy, ASm)+ ow D(AHw, ASw).

En este caso, D(AH, AS) es la derivada negativa de la curva de fusién de van ‘tHoff analitica determinada de manera
singular mediante los dos parametros AH y AS y las condiciones experimentales particulares. El ajuste se realiza
utilizando el algoritmo de Levenberg-Marquardt.

Minimos cuadrados basados en la termodinamica (TMBLS): obtener el mejor ajuste de minimos cuadrados lineal de
D(T) con respecto a dos parametros desconocidos, cM, cw.

D(T)= oy D(AHy, ASm)+ ow D(AHw, ASw)

En este caso, D(AH, AS) es la derivada negativa de la curva de fusion de van ‘tHoff analitica determinada de manera
singular mediante los dos pardmetros AH y AS y las condiciones experimentales particulares. Los parametros AHy,
ASn, AHw, ASw se especifican utilizando suma del vecino mas préximo, con parametros de tétrada conocidos
obtenidos utilizando fusion de alta resolucion en condiciones de laboratorio convencionales. El ajuste se realiza
utilizando las ecuaciones normales para el sistema de matriz de 2x2.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la amplificacion y deteccion de alelos de una muestra bioldgica, en el que la muestra bioldgica
comprende un primer alelo y un segundo alelo de un acido nucleico diana, estando presente el primer alelo en una
mayor concentraciéon que el segundo alelo, que comprende las etapas de

afadir una polimerasa termoestable, una sonda y un par de cebadores configurados para la amplificacién del acido
nucleico diana en la muestra biolégica, en el que la sonda esta configurada para hibridarse con el acido nucleico
diana sin extenderse mediante la utilizacion de un bloqueante o emparejamiento erréneo y en el que la sonda tiene
una primera Tm cuando se hibrida con el primer alelo y una segunda Tm cuando se hibrida con el segundo alelo, en
el que la primera Tm es mayor que la segunda Tm,

amplificar el acido nucleico diana en la muestra biolégica en presencia de la sonda mediante ciclado térmico entre
una temperatura de apareamiento y una temperatura de desnaturalizaciéon, en el que la temperatura de
apareamiento esta por debajo de la primera Tm y por encima de la segunda Tm de modo que la sonda se hibrida
con el primer alelo a la temperatura de apareamiento e inhibe la amplificacién del primer alelo y el segundo alelo se
amplifica preferentemente, y

detectar el segundo alelo amplificado.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la temperatura de apareamiento estd aproximadamente a
mitad de camino entre la segunda Tm y la primera Tm.

3. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la temperatura de apareamiento esta,
como minimo, 1,0°C por encima de la segunda Tm.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el segundo alelo amplificado se detecta generando una curva
de fusion y detectando el primer alelo utilizando la curva de fusion.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, que comprende, ademas, calcular fracciones de alelo del primer alelo y
el segundo alelo.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que la etapa de calculo comprende estimar la fracciéon del segundo
alelo como Fr, = wif(TL) + waf(Th), en la que wi y wy son ponderaciones y f(T.) y f(Th) son estimaciones individuales
a cada pico de temperatura calculadas a partir de patrones para homocigotos de cada uno del primer alelo y
segundo alelo y una mezcla 50:50 del primer alelo y segundo alelo.

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la sonda es un cebador Snapback que tiene un elemento de
sonda unido a un extremo 5’ de uno del par de cebadores, y un emparejamiento erréneo evita la extension cuando el
elemento de sonda se hibrida con el acido nucleico diana.

8. Procedimiento para la amplificacién y deteccidn de alelos de una muestra bioldgica segun la reivindicacion 1, en el
que la sonda es un elemento de sonda unido a un extremo 5’ de un primer cebador de un primer par y en el que el
primer cebador comprende el elemento de sonda especifico para un locus del acido nucleico diana y una zona de
cebador especifico de molde, en el que el elemento de sonda esta en 5’ de la zona de cebador especifico de molde,

en el que el elemento de sonda esta configurado para hibridarse con el acido nucleico diana y el elemento de sonda
tiene una primera Tm cuando se hibrida con el primer alelo y una segunda Tm cuando se hibrida con el segundo
alelo, en el que la primera Tm es mayor que la segunda Tm y el procedimiento comprende

amplificar el acido nucleico diana en la muestra biolégica en presencia del elemento de sonda mediante ciclado
térmico entre una temperatura de apareamiento y una temperatura de desnaturalizacién, en el que la temperatura de
apareamiento esta por debajo de la primera Tm y por encima de la segunda Tm de modo que el elemento de sonda
se hibrida con el primer alelo de manera mas estable que el segundo alelo e inhibe la amplificacion del primer alelo y
el segundo alelo se amplifica preferentemente, y detectar el primer alelo y el segundo alelo.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que la etapa de amplificacion comprende, ademas, ciclado a través
de una temperatura de extension, siendo la temperatura de extension mayor que la temperatura de apareamiento y
por debajo de la primera Tm.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que la etapa de amplificacién incluye una pausa a la temperatura
de apareamiento que es menor de 5 segundos, preferentemente en el que la pausa es de 1 segundo o en el que
existe una pausa de 0 segundos a la temperatura de extension.

11. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la etapa de adicién incluye anadir
Mg++ hasta una concentracion de menos de 2,0 mM, preferentemente en el que la concentracion de Mg++ es de
aproximadamente 1,5 mM.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, que comprende, ademas, calcular fracciones de alelo del primer alelo y
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el segundo alelo.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 12, en el que la etapa de calculo comprende estimar la fraccion del
segundo alelo como Fy, = w f(T.) + wxf(Tw), en la que wi y wy son ponderaciones y f(T.) y f(Tu) son estimaciones
individuales a cada pico de temperatura.

14. Utilizaciéon de un kit para la amplificacion y deteccion de alelos de una muestra bioldgica, en el que la muestra
biolégica comprende un primer alelo y un segundo alelo de un acido nucleico diana, estando presente el primer alelo
en una mayor concentracion que el segundo alelo, que comprende:

una polimerasa termoestable,

una sonda configurada para hibridarse con el acido nucleico diana, en la que la sonda esta configurada para
hibridarse con el acido nucleico diana sin extenderse mediante la utilizacion de un bloqueante o emparejamiento
erréneo y en la que la sonda tiene una primera Tm cuando se hibrida con el primer alelo y una segunda Tm cuando
se hibrida con el segundo alelo, en la que la primera Tm es mayor que la segunda Tm,

un par de cebadores configurados para la amplificacién del acido nucleico diana en la muestra bioldgica,
instrucciones para amplificar el acido nucleico diana en la muestra bioldgica mediante ciclado térmico entre una
temperatura de apareamiento y una temperatura de desnaturalizacion, en la que la temperatura de apareamiento
esta por debajo de la primera Tm de modo que el elemento de sonda se hibrida con el primer alelo de manera mas
estable que el segundo alelo e inhibe la amplificacion del primer alelo y el segundo alelo se amplifica
preferentemente.

15. Utilizacion del kit, segun la reivindicacion 14, en la que la sonda es un cebador Snapback que tiene un elemento
de sonda unido a un extremo 5’ de uno del par de cebadores.

16. Utilizacion del kit, segun la reivindicacion 14, que comprende ademas un tampon para proporcionar una
concentracion de Mg++ de menos de 2,0 mM cuando se afiade a la muestra bioldgica.

17. Utilizacién del kit, segun la reivindicacion 14, en la que el segundo alelo esta presente en una fraccién de alelo

del 10% o menos, preferentemente en la que el segundo alelo estd presente en una fraccion de alelo del 5% o
menos.
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