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DESCRIPCION
Sistemas y procedimientos para el analisis automatizado de curva de fusién
SECTOR TECNICO

La presente divulgacion se refiere al andlisis de curva de fusién y, en particular, a los sistemas y procedimientos para
el analisis automatizado de la curva de fusion de un compuesto, tal como un acido nucleico o una proteina.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un gréafico que representa el analisis de curva de fusion de linea de base lineal.

La figura 2 es un grafico de curvas de fusion experimentales no modificadas de un experimento de fusiéon de sonda
sin marcar, que muestra multiples genotipos y fluorescencia de fondo exponencial a bajas temperaturas.

La figura 3 es un diagrama de flujo de una realizacién de un procedimiento para generar una funcion de desviacion de
una curva de fusion experimental.

La figura 4 representa gréaficos de curvas de fusién experimentales no modificadas a modo de ejemplo de estructuras
de horquilla.

La figura 5 representa gréaficos derivados de las curvas de fusién de la figura 4.

La figura 6 representa graficos derivados después de la sustraccion de fondo exponencial de las curvas de fusién de
la figura 4.

La figura 7 representa graficos de funciones de desviacion de los datos presentados en la figura 4.

La figura 8 representa gréficos de curvas de fusion normalizadas de los datos presentados en la figura 4, después de
la sustraccion de fondo exponencial.

La figura 9 representa gréaficos de funciones de desviacion integradas de los datos presentados en la figura 4.

La figura 10 representa gréaficos derivados de datos de la curva de fusion después de la sustraccion de fondo
exponencial para genotipado multiplex.

La figura 11 representa graficos de desviacion de los datos de la curva de fusion presentados en la figura 10.

La figura 12A representa curvas de fusion de proteinas suavizadas a modo de ejemplo.

La figura 12B representa graficos derivados de las curvas de fusion de proteinas suavizadas de la figura 12A.

La figura 12C representa graficos de la funcion de desviacion de los datos de la curva de fusion de proteinas de la
figura 12A.

La figura 12D representa curvas de fusion derivadas después de la correccion de fondo.

La figura 13 representa graficos derivados de curvas de desplegamiento normalizadas de las curvas de fusion de
proteinas de la figura 12A.

La figura 14A representa curvas de fusiéon de proteinas suavizadas a modo de ejemplo.

La figura 14B representa graficos derivados de las curvas de fusion de proteinas suavizadas de la figura 14A.

La figura 14C representa graficos de la funcion de desviacion de los datos de la curva de fusion de proteinas de la
figura 14A.

La figura 14D representa curvas de fusion derivadas después de la correccion de fondo.

La figura 15 representa graficos derivados de curvas de desplegamiento normalizadas de las curvas de fusion de las
proteinas de la figura 14A

La figura 16 es un diagrama de flujo de una realizaciéon de un procedimiento para identificar una muestra negativa
utilizando andlisis de desviacion.

La figura 17 es un diagrama de flujo de otra realizacion de un procedimiento para identificar una muestra negativa
utilizando andlisis de desviacion.

La figura 18 es un diagrama de flujo de una realizacion de un procedimiento para identificar autométicamente las
regiones de fondo y/o fusion de una curva de fusion.

La figura 19 representa graficas de funciones de desviacion a modo de ejemplo.

La figura 20 es un diagrama de flujo de una realizacion de un procedimiento para identificar automaticamente las
regiones de fondo y/o fusidon de amplicon y sonda.

La figura 21A es un grafico de una funcién de desviacion de una curva de fusién que comprende regiones de fusion
de amplicon y sonda.

La figura 21B es un grafico de una funcién de desviacion de una region de fusion de sonda.

La figura 22 es un diagrama de flujo de una realizacion de un procedimiento para sustraccion de fondo automatizada.
Las figuras 23A y 23B representan curvas ideales y de fusion a modo de ejemplo.

La figura 24 es un diagrama de flujo de otra realizaciéon de un procedimiento para sustraccion de fondo automatizada.
La figura 25 representa graficos de desviacién que se agrupan correctamente de forma automatica mediante
procedimientos jerarquicos imparciales.

La figura 26 representa graficos derivados después de la eliminacion de fondo exponencial que no estan agrupados
correctamente mediante procedimientos jerarquicos imparciales.

La figura 27 representa un conjunto de curvas de fusién no modificadas después del analisis de fusién por PCR que
incluye muestras negativas.

La figura 28 representa un conjunto de indicadores de muestra negativos después de la exclusion de muestras
negativas utilizando una técnica de corte de amplitud.
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La figura 29 representa un conjunto de curvas de fusion después de la exclusion de muestras negativas utilizando
analisis de desviacion.

La figura 30 representa un conjunto de indicadores de muestras negativas después de la exclusion de muestras
negativas utilizando analisis de desviacion.

La figura 31 representa graficos de desviacion después de la ubicacidon automatica de una region de fusiéon de sonda
y una regién de fusién de amplicon mediante analisis de desviacion.

La figura 32 representa un conjunto de indicadores de muestras negativas y de miembros de agrupacion.

La figura 33 es un diagrama de bloques de un sistema para analizar datos de curvas de fusion.

Aspectos y ventajas adicionales seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de realizaciones
preferentes, que se desarrollan con referencia a los dibujos adjuntos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES

El analisis de curva de fusion es util en el estudio de diversas sustancias. En particular, los acidos nucleicos se han
estudiado ampliamente mediante curvas de fusion, en las que las diferencias en las curvas de fusion pueden ser
indicativas de secuencias de &cidos nucleicos diferentes. Las curvas de fusion se utilizan también en el estudio de la
unién a proteinas, en las que las curvas de fusién caracteristicas son indicativas de la afinidad de union a proteinas
para un ligando determinado. Aunque en el presente documento se hace referencia a fusion de acidos nucleicos y
proteinas, se entiende que el andlisis de la curva de fusion de otros compuestos esta dentro del alcance de la presente
divulgacion.

En un ejemplo en el presente documento, el andlisis de la curva de fusién puede proporcionar informacién con respecto
a laidentidad y/o estructura de un producto de acido nucleico. La cantidad de energia requerida para romper el enlace
de hidrégeno base-base dentro de las estructuras de acido nucleico (por ejemplo, entre dos (2) cadenas de ADN)
puede depender de factores relevantes para la estructura del producto. Estos factores pueden incluir, pero no se
limitan a, la longitud, la complementariedad, el contenido de guanina-citosina (GC), la presencia o ausencia de
secuencias repetidas, y similares.

Se puede obtener una curva de fusién aplicando un gradiente de energia (por ejemplo, calentando) a una solucién
que contiene un producto de acido nucleico. A medida que se afiade energia y aumenta la temperatura de la solucién,
el producto puede desnaturalizarse (por ejemplo, disociarse). Aunque los ejemplos hacen referencia al aumento de la
temperatura, en la técnica se conocen otros procedimientos de fusién, por ejemplo, un gradiente que cambia la
concentracion ionica. Se puede generar una curva de fusién midiendo el grado en que se produce esta disociacion en
funcion de la temperatura (u otro gradiente de fusion). Ver, por ejemplo, la Patente US 5,871,908. Por lo tanto, tal
como se utiliza en el presente documento, una curva de fusion puede referirse a cualquier conjunto de datos que
comprenda mediciones que cuantifiquen el grado en que un compuesto cambia su estructura en respuesta a un
gradiente de fusidn, tal como la temperatura o la concentracion iénica (por ejemplo, el grado en el que las cadenas en
un producto de acido nucleico se disocian en funcién del gradiente de energia aplicado al mismo).

La disociacion se mide electrodpticamente. El producto de acido nucleico (u otro compuesto) puede colocarse en una
solucién que comprende un colorante de union. El colorante de union se puede adaptar para emitir radiacion
electrooptica (EO) cuando se une al ADN bicatenario (ADNbc). A medida que el producto se disocia, el colorante de
union puede dejar de emitir radiacion EO (o, tal como se trata a continuacion, puede emitir radiacion EO a un nivel
reducido). Por consiguiente, se puede generar una curva de fusidn mediante la adquisiciébn de mediciones de la
radiacion EO (fluorescencia) emitida por la solucion a medida que se aplica energia a la misma (por ejemplo, a medida
que aumenta la temperatura de la solucién). Ademas, se entiende que la divulgacion no se limita a realizaciones en
las que la fluorescencia disminuye durante la fusion; en algunas realizaciones, tales como las que utilizan sondas
marcadas individuales que desactivan G, la sefial de fluorescencia puede aumentar al fundirse (ver, por ejemplo, la
Patente US 6,635,427).

Por lo tanto, una curva de fusién puede comprender una serie de mediciones de radiacion EO (por ejemplo, mediciones
de la fluorescencia emitida por la solucion) en funcién de la temperatura. Sin embargo, las ensefianzas de la presente
divulgacion se pueden aplicar a otras curvas de fusion que comprenden mediciones de disociacion adquiridas de otras
maneras. Por consiguiente, la presente divulgacién no se debe interpretar como limitada a ningin procedimiento y/o
técnica en particular para adquirir datos de la curva de fusién (por ejemplo, para adquirir mediciones que cuantifican
la disociacion de acidos nucleicos en funcién de la energia aplicada a la solucién).

Tal como se traté anteriormente, la informacion con respecto a la estructura de un producto de acido nucleico se puede
deducir a partir de una curva de fusion. De este modo, los datos de la curva de fusion se pueden utilizar para examinar
los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se puede adquirir una curva de fusion de un producto
de PCR calentando un producto de una reaccion de PCR en presencia de un colorante de union, que, tal como se
tratd anteriormente, se puede adaptar para generar una fluorescencia mas fuerte cuando se une al ADNbc que cuando
se une a longitudes de cadena sencilla de ADN (ADNmc). Por lo tanto, a temperaturas relativamente bajas, en las que
el producto de PCR puede existir principalmente como ADNbc, la solucion puede generar fluorescencia a un nivel
relativamente alto. A medida que aumenta la temperatura de la solucién, el producto se puede disociar (por ejemplo,
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desnaturalizar) en dos (2) cadenas de ADNmc, lo que puede hacer que la solucién genere fluorescencia a un nivel
inferior. Dentro de una ventana estrecha de temperatura, el producto de PCR puede experimentar una transicion de
fase de un estado de ADNbc a un estado de ADNmc. Tal como se describié anteriormente, esta transicion puede
reducir la fluorescencia emitida por la solucion. La ventana de temperatura en la que se produce esta transicion se
puede denominar una region de fusion, una transicion de fusion y/o una ventana de fusion.

Los colorantes de unién utilizados normalmente en dichos experimentos de curva de fusion pueden generar
fluorescencia de forma natural en solucién en funcién de la temperatura. Por ejemplo, en ausencia de ADNbc, la sefial
de fluorescencia de un colorante de unién, tal como LCGreen® Plus (que esta disponible de Idaho Technology, Inc. y
es una marca registrada de la misma), puede estar disminuyendo de forma monoténica en funcion de la temperatura.
Por lo tanto, una curva de fusion adquirida de la manera descrita anteriormente (por ejemplo, midiendo la radiacién
EO emitida como una solucion de producto de acido nucleico y calentando el colorante de unién) puede comprender
una combinacion de la fluorescencia emitida por el colorante unido al producto de ADNbc y la fluorescencia de fondo
producida de forma natural por el colorante de unién en solucion y/o el colorante unido al ADNmc.

Por consiguiente, la sefial de fluorescencia bruta medida, obtenida al fundir un producto de acido nucleico en presencia
de un colorante de unién, se puede modelar como una suma de fluorescencia resultante de la fusién del producto
(disociacion del producto de un ADNbc a ADNmc cuando la solucién se calienta) y fluorescencia de fondo. La ecuacion
1 muestra una curva de fusién experimental F(T), que comprende una suma de la curva de fusion “verdadera” M(T)
(por ejemplo, la fluorescencia producida por la fusion del producto) y la fluorescencia de fondo B(T):

F(T)=M(T)+ B(T) Ec. 1

Tal como se tratd anteriormente, la informacion con respecto a un producto de &cido nucleico (por ejemplo, la
estructura, composicion y similares del producto) se puede deducir y/o determinar a partir de una curva de fusion
experimental F(T). Sin embargo, el analisis de los datos de la curva de fusién experimental F(T) se puede complicar
por el componente de fluorescencia de fondo B(T) del mismo. Se han desarrollado diversos sistemas y procedimientos
para modelar y eliminar la sefial de fluorescencia de fondo B(T) de los datos de la curva de fusién experimental F(T).

En un ejemplo, la fluorescencia de fondo B(T) se modela como una funcion lineal. La fluorescencia de muchos
colorantes comunes disminuye linealmente con la temperatura (disminuye al aumentar la temperatura en determinados
intervalos de temperatura). En una curva de fusion de &cidos nucleicos, la fluorescencia del producto cae rapidamente
dentro de la region de fusion. Sin embargo, fuera de la region de fusién, la variacién de fluorescencia con la
temperatura es aproximadamente lineal. Por lo tanto, una curva de fusion experimental se puede normalizar
extrapolando lineas de base lineales antes y después de las transiciones de fusion.

La figura 1 representa una curva de fusion experimental F(T) que tiene lineas de base lineales L1(T) y Lo(T). Se puede
calcular una curva de fusion normalizada a partir de la altura de la curva de fusién experimental F(T) por encima de la
linea de base inferior, Lo(T), como una proporcion de la diferencia entre las lineas de base superior e inferior, que
pueden tener o no la misma pendiente.

La figura 2 representa graficos de curvas de fusion obtenidas fundiendo el producto de una reaccion de PCR asimétrica
en presencia de una sonda sin marcar. La curva incluye transiciones de fusion tanto de la sonda no marcada como
del producto de PCR. Tal como se ilustra en la figura 2, la utilizacion del procedimiento de linea de base lineal descrito
anteriormente es problematico porque las lineas de base lineales superior e inferior se cruzan por debajo de la curva
de fusion debido a su no linealidad, y el denominador de la ecuacion de compensacion lineal representada en la figura
1 tiende a cero (0).

En un enfoque alternativo, la fluorescencia de fondo B(T) se puede modelar utilizando una funcién de disminucién
exponencial. Los sistemas y procedimientos para el modelado y la sustraccion de fondo exponencial se proporcionan
en la Patente PCT W02007/035806, presentada el 20 de septiembre de 2006, y titulada, “ANALISIS DE CURVAS DE
FUSION CON SUSTRACCION DE FONDO EXPONENCIAL”.

La evidencia empirica sugiere que, a determinadas temperaturas (por ejemplo, temperaturas inferiores a 85 °C), la
sefial de fluorescencia de fondo de un colorante de unién se puede modelar con precisidn como un exponencial que
disminuye de la siguiente forma:

B(T)=Ce" ™ Ec. 2

En la ecuacion 2, C y a son constantes que se ajustan a partir de los datos de la curva de fusion F(T), y TL es un
parametro variable para el argumento del exponente (una ubicacién del cursor, que se analiza a continuacién), que
generalmente se encuentra debajo de una transicion de fusién dentro de la curva de fusion F(T).

Debido, entre otras cosas, a un cambio en la escala de la fluorescencia de fondo antes y después de la region de
fusion, el modelo de fluorescencia de fondo de la ecuacién 2 se puede no ajustar directamente a los datos de
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fluorescencia observados. En funcién de las propiedades del exponencial utilizado para modelar la fluorescencia de
fondo B(T) (por ejemplo, que la derivada de un exponencial es en si un exponencial), se puede obtener la ecuacion 3:

B' = qCe™ "™ Ec. 3

Segun el modelo de fluorescencia de fondo, antes y después de la regién de transicion de fusion, la funcién de fusion
del producto es constante. Se pueden seleccionar dos temperaturas para acotar la region de transicion de fusion: se
puede seleccionar una primera temperatura T antes de la regién de transicion de fusion, y se puede seleccionar una
segunda temperatura Tr después de la region de transicion de fusion. Estas temperaturas se pueden denominar en
el presente documento “cursores de normalizacién”. Los cursores de normalizacién TL y Tr se pueden utilizar para
construir un modelo de una sefial de fondo B(T) exponencial combinando las ecuaciones 2 y 3:

F(T,)=B(T,)=aC Ec. 4a
F(T,)=B(T,)=aCe“ =" Ec. 4b

La derivada de los datos de fluorescencia observados se puede aproximar utilizando, por ejemplo, una técnica de
diferenciacion central. Las ecuaciones 4a 'y 4b se pueden resolver para a y C, dando lugar a las ecuaciones 5a y 5b:

. In(B'(T,)/ B (T,))

TR _TL
_B(T)
T4

Ec. 5a

C Ec. 5b

Los resultados de las ecuaciones 5a y 5b se pueden utilizar para construir un modelo de fluorescencia de fondo B(T).
El modelo se puede sustraer de la curva de fusion experimental F(T), dando como resultado una curva de fusion
“verdadera” M(T):

M(T)=F(T)-Ce*™ ™ Ec. 6

Normalmente, un operador humano selecciona manualmente las ubicaciones del cursor de normalizacion (TL y Tr)
utilizadas para modelar la fluorescencia de fondo B(T) (por ejemplo, en las ecuaciones 3-6). Esta operacién puede
requerir que el operador tenga algin conocimiento previo de los datos de la curva de fusion y/o tenga las habilidades
y la experiencia para interpretar adecuadamente los datos en bruto de la curva de fusion experimental F(T) (por
ejemplo, saber donde se produce la transicion de fusion, etc.). Los sistemas y procedimientos dados a conocer en el
presente documento pueden proporcionar un andlisis automatizado de una curva de fusién experimental F(T) mediante
la identificacion de las regiones de fusion y de fondo dentro de los datos de la curva de fusion F(T) utilizando el analisis
de desviacion (descrito a continuacién). Por consiguiente, los sistemas y procedimientos para el analisis de
desviaciones dados a conocer en el presente documento pueden evitar la necesidad de esta operacion manual (por
ejemplo, eliminar la necesidad de conocimiento previo y/o estimacion manual de las regiones de fusion).

En algunas aplicaciones, los datos de la curva de fusién se pueden mostrar como una curva de fluorescencia
normalizada, en la que la curva de fusion M(T) se vuelve a escalar, de manera ilustrativa, desde uno (1)
(completamente recocido) hasta cero (0) (completamente disociado). En algunas realizaciones, una curva de fusién
M(T) se puede normalizar a N(T) utilizando la siguiente transformacion:

__ M(D)-min{M(T)}
)= max{M (T)} — min{M(T)} Ec.7

Las técnicas de modelado y eliminacidn de fondo lineal y exponencial pueden ser Gtiles en muchas aplicaciones. Por
ejemplo, los modelos lineales son adecuados para productos de PCR con Tf entre 80 y 95 °C, y los modelos
exponenciales son adecuados cuando el intervalo de temperatura analizado es de 20 °C o menos. Sin embargo, a
temperaturas <80 °C y/o cuando el intervalo de temperatura analizado es >20 °C, la sefial de fluorescencia de fondo
B(T) (que comprende la fluorescencia producida por tampones, dNTP, cebadores, etc.) se puede no ajustar a modelos
lineales o exponenciales. Especificamente, las temperaturas inferiores a 80 °C muestran una desviacion de los fondos
esperados, mientras que las temperaturas inferiores a 70 °C muestran una desviacion incluso mayor, con desviaciones
progresivamente crecientes a 60 °C, 50 °C y 40 °C. En cuanto a intervalos de temperatura, a intervalos >20 °C, el
fondo también puede diferir de modelos lineales y exponenciales simples. A medida que el intervalo analizado aumenta
a 30 °C, 40 °C, 50 °C y 60 °C, aumenta la desviacion del fondo de los modelos lineales o exponenciales. En estas
condiciones de baja temperatura y/o andlisis de intervalo extendido, el analisis de desviacion, tal como se describe a
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continuacién, puede ser una buena alternativa al modelado fijado. Por ejemplo, las sondas sin marcar, los cebadores
Snapback y la fusién multiplex de amplicones pequefios pueden dar como resultado mdltiples transiciones, que a
menudo cubren un intervalo de >20 °C con algunas transiciones de fusion que se producen por debajo de 80 °C. Se
puede encontrar mas informacion sobre sondas sin marcar, cebadores Snapback, y la fusién multiplex de amplicones
pequefios en L. Zhou et al., Snapback Primer Genotyping with Saturating DNA Dye and Melting Analysis, 54 (10) Clin.
Chem 1648-56 (octubre de 2008), la Patente US7,387,887, y la Patente PCT W02008/109823, presentada el 7 de
marzo de 2008, y titulada “CEBADORES PARA EL ANALISIS DE FUSION”.

Si bien las curvas de fusién de acidos nucleicos se han utilizado para proporcionar informacién sobre la secuencia de
acidos nucleicos, las curvas de fusién de proteinas se utilizan a menudo para medir la estabilidad termodinamica de
las proteinas. Para evaluar la estabilidad térmica de las proteinas, se aumenta la temperatura por encima de aquella
a la que la estructura nativa de la proteina es termodinamicamente estable, y la proteina se despliega, exponiendo los
residuos de aminoacidos hidréfobos que fueron secuestrados previamente en la estructura de la proteina. Con la
fusién de la proteina, la Tf se define a menudo como un punto medio en la rampa térmica y representa una temperatura
a la que la energia libre de las formas nativa y no nativa es equivalente. De forma ilustrativa, la proteina se funde tanto
de forma independiente como en presencia de un ligando, y las perturbaciones de la estabilidad se pueden utilizar
para cribar bibliotecas. Se puede encontrar informacion adicional en D. Matulis et al., Thermodynamic Stability of
Carbonic Anhydrase: Measurements of Binding Affinity and Stoichiometry Using ThermoFluor, Biochemistry 2005, 44,
5258-5266.

Similar al analisis de la curva de fusion de &cido nucleico tratado anteriormente, las curvas de fusion de proteinas se
pueden expresar en la forma de la ecuacion 1, F(T) = M(T) + B(T). Una diferencia principal entre la fusion de proteinas
tipica y la fusion de &cidos nucleicos tipica, B(T), es que la sefial de radiacion EO aumenta a medida que la proteina
se desnaturaliza. Las curvas de fusion de proteinas tipicas se muestran en las figuras 12A y 14A. En el ejemplo de la
figura 12A, a medida que la temperatura aumenta hacia 40 grados, la desactivacion térmica produce una disminucion
en la fluorescencia. Dependiendo de la proteina, el desplegamiento comienza generalmente entre 40 y 60 °C, y se
observa que aumenta la fluorescencia a medida que se une mas colorante a los residuos hidr6fobos expuestos.
Finalmente, la fluorescencia disminuye de nuevo a medida que se produce la agregacion y la precipitacion de proteinas
(generalmente entre 45 y 75 °C) combinada con desactivacion térmica adicional. La fusion de seis proteinas bien
conocidas se muestra en la figura 12A, todas a una concentracion de 2,25 uM, lo que demuestra el intervalo de
estabilidades e intensidades observadas normalmente.

La evidencia empirica sugiere que, a temperaturas elevadas por encima de la transicion de fusion (por ejemplo, 60-90
°C dependiendo de la proteina), la fluorescencia residual de un colorante de unién puede ser modelada por un
polinomio cuadratico de la siguiente forma:

B(T)=aT’ +hT +c, Ec. 8

En la ecuacion 8, ai, bi y ci son constantes que se ajustan a partir de los datos de la curva de fusion experimental F(T).
Entonces, la curva de fusidn de proteinas se puede expresar en la forma F(T) = M(T) + B(T), tal como se describié
anteriormente. Ver la ecuacion 1. Normalmente, las constantes en la ecuacion 8 se encuentran mediante un ajuste de
minimos cuadrados a los datos de fluorescencia recopilados en un intervalo de temperatura continuo en la region de
fondo.

Aunque la divulgacion da a conocer la utilizacion de modelos exponenciales y cuadraticos a modo de ejemplo de la
sefial de fluorescencia de fondo, la presente divulgacion no esta limitada a este respecto. Tal como entenderia un
experto en la materia, la funcién de desviacion (y técnicas de andlisis relacionadas), dadas a conocer en el presente
documento, se podria adaptar para operar con cualquier técnica y/o forma de modelado conocida en la técnica.

Tal como se sefaldé anteriormente, normalmente, un operador humano selecciona manualmente la regién de
temperatura utilizada para modelar la fluorescencia de fondo B(T) en una curva de fusién (por ejemplo, en la ecuacion
8). Esta operacion puede requerir que el operador tenga algin conocimiento previo de los datos de la curva de fusién
y/o tenga las habilidades y la experiencia para interpretar adecuadamente los datos en bruto de la curva de fusion
experimental F(T) (por ejemplo, saber dénde se produce la transicién de fusion, etc.) . Los sistemas y procedimientos
descritos en el presente documento pueden proporcionar un analisis automatizado de una curva de fusion
experimental F(T) mediante la identificacion de las regiones de fusion y de fondo dentro de los datos de la curva de
fusién F(T) utilizando el analisis de desviacion (descrito a continuacion). Por consiguiente, los sistemas y
procedimientos para el andlisis de desviaciones dados a conocer en el presente documento pueden evitar la necesidad
de esta operacion manual (por ejemplo, eliminar la necesidad de conocimiento previo y/o estimacion manual de las
regiones de fusion y las regiones de fondo).

Los datos de la curva de fusion se pueden mostrar en forma de derivada (por ejemplo, tal como una derivada o derivada
negativa de la curva de fusién normalizada N(T)). Sin embargo, dado que la curva de fusién M(T) se puede recoger
en mediciones de temperatura discretas, no siempre espaciadas de forma igual, y puede incluir pequefias cantidades
de ruido, los datos se pueden suavizar (por ejemplo, utilizando un spline de suavizado cibico) y/o volver a muestrear
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a mediciones de temperatura uniformes. Se puede aproximar una derivada de la curva de fusidn utilizando la
diferenciacion central u otra técnica. Para una curva de fusidon que comprende una Unica transiciéon de fusién, el pico
de la curva derivada se puede denominar como una “transicion de fusion” o Tm. Para las curvas de fusiéon que
comprenden mdltiples transiciones de fusion, los picos de transicion de fusién se pueden identificar y/o numerar en
consecuencia (por ejemplo, tal como Twmz, Twmz,..., Tmn).

Los datos de la curva de fusién se pueden mostrar y/o analizar en cuanto a una funcién de desviacion, que puede
cuantificar el grado en que los datos de la curva de fusion experimental F(T) se desvian de un modelo de fluorescencia
de fondo B(T). Tal como se traté anteriormente, en algunas realizaciones, la fluorescencia de fondo B(T) se puede
modelar utilizando, entre otras, una funcion de disminucion exponencial (por ejemplo, un modelado “ideal” de una
curva de fusion). Por lo tanto, una funcion de desviacion puede estar basada en una desviacion entre una tasa de
disminucion exponencial de la curva de fusién experimental F(T) y la del modelo de fluorescencia de fondo (por
ejemplo, segun la ecuacion 2 anterior).

El analisis de desviacién puede comprender la generacion de una pluralidad de pardmetros de ajuste calculados
ajustando una curva de fusién experimental F(T) a una funcion predefinida dentro de una serie de ventanas de
temperatura. Por lo tanto, la funcién de desviacién (a la que se hace referencia en el presente documento como E(T))
puede cuantificar el grado en que la curva de fusién experimental F(T) se desvia de la funcion predefinida en funcion
de la temperatura.

Tal como se tratard a continuacion, la funcién de desviacion E(T) de una curva de fusién se puede utilizar para analizar
los datos de la curva de fusion directamente (por ejemplo, mediante inspeccién, visualizacién, trazado, etc.) y/o se
puede utilizar dentro de otros procesos o sistemas de analisis de curva de fusidn. Las aplicaciones de la funcion de
desviacion E(T) dadas a conocer en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, mostrar o trazar datos de
curvas de fusion (por ejemplo, para resaltar las diferencias entre las curvas de fusion para su utilizacion en genotipado,
cribado, y similares), identificar automaticamente muestras negativas (por ejemplo, muestras de control negativas,
datos no vdlidos, etc.), automatizar la region de fusién y/o la identificacién de la regién de fondo, automatizar la
agrupacion de la curva de fusién, automatizar las operaciones de genotipado y/o cribado, automatizar la sustracciéon
de fluorescencia de fondo B(T), y similares. Sin embargo, un experto en la materia reconoceria que los sistemas y el
procedimiento para el andlisis de desviaciones dados a conocer en el presente documento se podrian utilizar en otras
aplicaciones de curvas de fusion. Por lo tanto, los sistemas y procedimientos para generar y/o aplicar el andlisis de
desviacion al andlisis de la curva de fusidon dados a conocer en el presente documento no se deben entender como
limitados a ningln conjunto particular de aplicaciones.

La generacién de una funcion de desviacion E(T) puede comprender el calculo de un ajuste de funcionamiento entre
una curva de fusion experimental F(T) y una funcién predeterminada. La funcion predeterminada puede comprender
un modelo de fluorescencia de fondo B(T) dentro de la curva de fusiéon experimental F(T) (a la que se hace referencia
en el presente documento como una curva de fusién ideal) que, tal como se traté anteriormente, se puede aproximar
utilizando una funcién de disminucién exponencial . Ver las ecuaciones 2-6.

La curva de fusién experimental F(T) se puede definir dentro del intervalo de temperatura [Tmin, Tmax]. El ajuste de
funcionamiento se puede realizar dentro de una pluralidad de ventanas de temperatura (Tw), cada una con un ancho
W dentro del intervalo de temperatura de la curva de fusion experimental (por ejemplo, [Tmin, Tmax] O [Tmin, Tmax — W]):

T, =Tell,,,T, +W] Ec. 9

En la ecuacién 9, TwL puede representar una temperatura minima o de “inicio” de la ventana de temperatura Tw. El
ancho W de las ventanas de temperatura Tw se puede seleccionar segun la resolucion de los datos de la curva de
fusién (por ejemplo, la densidad y/o precision de los datos de la curva de fusion experimental F(T)) y/o las
caracteristicas que se extraeran de datos de la curva de fusion El ancho W se puede seleccionar para que sea lo
suficientemente grande, tal como para suavizar las variaciones de ruido aleatorias dentro de las ventanas de
temperatura Tw, mientras permanece lo suficientemente pequefio como para resolver las caracteristicas de interés.

La funcién de desviacion E(T) se define en una discretizacion uniforme del intervalo [Tmin + W/2,Tmax — W/2], indicado
por Ti. Por ejemplo, un intervalo de temperatura AT entre las ventanas de temperatura Tw se puede definir como:

=T+ W =T+ AT, T, = T -/ Ec. 10

29

La seleccion de AT (el espacio entre las ventanas de temperatura Tw) puede estar basada en la resolucion de la curva
de fusién experimental F(T), las consideraciones de rendimiento, la naturaleza de las caracteristicas que se extraeran
de la misma, o similares. El intervalo de temperatura AT se puede seleccionar para que sea mayor que una diferencia
maxima entre cualesquiera dos puntos de datos de una curva de fusién sucesivos (por ejemplo, mayor que la
resolucion de temperatura mas gruesa dentro de la curva de fusion experimental F(T)).
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Dentro de cada ventana de temperatura Tw, se puede calcular un ajuste entre la funcion predefinida y la curva de
fusién experimental F(T). Cada ajuste puede dar como resultado un parametro de ajuste, que se puede asignar a un
punto (valor de temperatura) asociado con la ventana de temperatura Tw. Se puede hacer referencia al punto de
temperatura asociado con una ventana de temperatura particular Tw como Ti (para la ventana de temperatura que
comprende el intervalo [Ti = W/2, Ti + W/2]).

De forma ilustrativa, esta forma de la funciéon de desviacion es adecuada para curvas de fusién de acidos nucleicos.
Tal como se traté anteriormente, la funcién predefinida utilizada para generar la funcion de desviacién E(T) puede ser
una funcién de disminucién exponencial configurada para modelar la fluorescencia de fondo B(T) (por ejemplo, una
curva de fusion “ideal”) en la curva de fusion experimental. Cuando la funcién predefinida comprende una funcién de
disminucion exponencial, el ajuste puede comprender seleccionar el/los parametro(s) Ci y/o ai, de modo que:

W

“I(T' T 5 )
Ce a2 F(T) Ec. 11
El ajuste de la ecuacion 11 se puede realizar utilizando cualquier técnica de ajuste conocida en la técnica, tal como,
por ejemplo, una técnica de ajuste de minimos cuadrados.

En algunas realizaciones, la forma exponencial de la ecuacion 11 se puede desplazar al valor de temperatura mas a
la izquierda (por ejemplo, desplazar a la izquierda) dentro de la ventana de temperatura Tw para la estabilidad
numérica.

El factor de disminucion exponencial ai se puede utilizar para formar la funcién de desviacion E(T), de modo que, para
cada parametro de ajuste Ti:

E(T)=a, Ec. 12

Tal como se mostrd anteriormente, la funcién de desviacion de la ecuaciéon 12 cuantifica la desviacion entre el factor
de disminucién exponencial de la curva de fusion experimental F(T) y la curva de fusion “ideal” en funcion de la
temperatura. Para el fondo exponencial puro, el factor de disminucién exponencial puede ser constante. Por lo tanto,
cualquier desviacion de esa constante puede ser el resultado de la fusién duplex (por ejemplo, la fusién de un producto
de &cido nucleico en combinacidon con la disminucién de fondo). En algunas realizaciones, para mostrar la desviacion
del exponencial, se puede sustraer el valor minimo de la funcién de desviacion de la misma. Se pueden normalizar
multiples curvas entre si por la altura del pico (por ejemplo, E(T) = min{E(T)} / m&{E(T)} - min{E(T)}). De manera
alterativa o adicional, la normalizacion por el area de pico total se puede realizar dividiendo cada curva por la
integracion numérica. La normalizacion del area de pico puede ser ventajosa porque los graficos de desviacion
integrados E(T) (analogos a las curvas de fusion normalizadas) pueden comenzar y terminar todos en los mismos
valores.

De manera alternativa o adicional, la constante de amplitud Ci y/o una combinacion de los factores de amplitud y
disminucion Ci y/o ai se pueden incorporar en la funcién de desviacion E(T). En otras realizaciones, una funcion de
desviacion puede cuantificar una desviacion entre los datos de la curva de fusion y otro modelo de fluorescencia de
fondo B(T) (por ejemplo, un modelo cuadratico, un modelo discreto, o similar). Por lo tanto, la funcién de desviacion
gue se da a conocer en el presente documento no se debe interpretar como limitada a ninguna funcion de ajuste
predeterminada particular.

Para las curvas de fusion de proteinas, la funcion predefinida utilizada para generar la funciéon de desviacion E(T) de
manera ilustrativa puede ser un polinomio cuadratico para modelar la fluorescencia de fondo B(T) en los datos de la

curva de fusién experimental. En los casos en los que la funcién predefinida comprende un polinomio cuadratico, el
ajuste puede comprender seleccionar el/los parametro(s) ai, bi y/o ci, de tal modo que:

al’ +bT +c =~ F(T) Ec. 13

El ajuste de la ecuacion 13 se puede realizar utilizando cualquier técnica de ajuste conocida en la técnica, tal como,
por ejemplo, una técnica de ajuste de minimos cuadrados.

La constante que multiplica el término cuadrético ai se puede utilizar para formar la funcion de desviacion E(T), de tal
modo que, para cada parametro de ajuste Ti:

E(T)=a, Ec. 14

Tal como se mostrd anteriormente, la funcién de desviacién de la ecuacion 14 cuantifica la desviacion entre la curva
de fusion experimental F(T) y la curva de fusion “ideal” en funcion de la temperatura. Para el fondo cuadratico puro, el
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factor de amplitud puede ser constante. Por lo tanto, cualquier desviacion de esa constante puede ser el resultado del
desplegamiento de proteinas.

Tal como se tratara a continuacion, la funciéon de desviaciéon E(T) se puede utilizar en el andlisis de los datos de la
curva de fusion experimental F(T) (por ejemplo, para su uso en la identificacién de la region de fusion/fondo, la
eliminacion de fluorescencia de fondo, la identificacion de muestras negativas, la agrupacion, y asi sucesivamente).
Dado que la funcion de desviacién E(T) puede cuantificar una desviacion entre un modelo de fluorescencia de fondo
B(T) y la curva de fusion experimental F(T), la funcién de desviacion E(T) puede incluir de manera inherente la
compensacion de fluorescencia de fondo B(T), lo que (en algunos casos) puede evitar la necesidad de un proceso de
sustraccion de fondo dedicado (por ejemplo, utilizando una sustraccion de fondo lineal y/o exponencial).

La figura 3 representa una realizaciéon de un procedimiento 300 para generar una funcién de desviacion E(T) de una
curva de fusién experimental F(T). En la etapa 310, el procedimiento 300 se puede inicializar, lo que puede comprender
asignar y/o inicializar recursos requeridos por el procedimiento 300. En algunas realizaciones, el procedimiento 300
se puede realizar como instrucciones y/o médulos de software discretos almacenados en un medio de almacenamiento
legible por ordenador. Por lo tanto, la inicializacién de la etapa 310 puede incluir un dispositivo informéatico que lee y/o
carga las instrucciones en una memoria u otro dispositivo. De manera alternativa o adicional, el procedimiento 300
puede incluir uno o mas componentes de hardware, tales como uno o méas procesadores, sensores, matrices de
puertas programables en campo, circuitos integrados especificos de la aplicacion, l6gica digital, y similares.

En la etapa 320, el procedimiento 300 accede a los datos de la curva de fusion, que pueden incluir una curva de fusion
experimental F(T).

En la etapa 330, el intervalo de temperatura de la curva de fusién experimental F(T) puede estar revestida por una
pluralidad de ventanas de temperatura Tw. Cada ventana de temperatura Tw se puede definir para tener un ancho W.
El ancho W se puede seleccionar mediante el procedimiento 300 (o un usuario del mismo) segun la resolucion de la
curva de fusién experimental F(T) y/o la naturaleza de las caracteristicas que se extraeran de los datos de la curva de
fusién. Tal como se tratd anteriormente, las ventanas de temperatura Tw se pueden definir para formar una
discretizacion uniforme de un intervalo de temperatura de la curva de fusion experimental F(T) y se pueden superponer
entre si seglin una métrica AT, que puede definir el espacio entre las ventanas de temperatura Tw.

En la etapa 340, el procedimiento 300 puede iterar sobre cada una de la pluralidad de ventanas de temperatura Tw.
Por consiguiente, en la etapa 340, el procedimiento 300 puede determinar si hay ventanas de temperatura Tw
adicionales para procesar y, en caso afirmativo, el flujo puede continuar a la etapa 342, en la que se puede calcular
un parametro de desviacion para la siguiente ventana de temperatura Tw; de lo contrario, el flujo puede continuar a la
etapa 350.

En la etapa 342, se puede calcular un ajuste entre la curva de fusion experimental F(T) y un modelo de fluorescencia
de fondo ideal (dentro de una ventana de temperatura actual Tw). Tal como se trat6 anteriormente, en algunas
realizaciones, la fluorescencia de fondo se puede modelar como una funcion de disminucién exponencial. Un ejemplo
de ajuste entre una curva de fusion experimental F(T) (por ejemplo, una curva de fusion de acido nucleico) y una
funcidon de disminucidon exponencial se proporciona anteriormente junto con las ecuaciones 11-12. En otras
realizaciones, la fluorescencia de fondo se puede modelar utilizando una funcion cuadratica (u otro modelo). Un
ejemplo de un ajuste entre una curva de fusion experimental (por ejemplo, una curva de fusion de proteina) y un
modelo cuadratico se proporciona anteriormente junto con las ecuaciones 13-14. La etapa 342 puede comprender,
ademas, determinar un parametro de ajuste para la ventana de temperatura Tw. Tal como se traté anteriormente, los
parametros de ajuste y/o ventanas se pueden desplazar hacia la izquierda para lograr estabilidad numérica.

En la etapa 350, el parametro de ajuste de cada ventana de temperatura Tw se puede utilizar para generar una funcion
de desviacion E(T). En algunas realizaciones, la etapa 350 puede comprender, ademas, normalizar la funcion de
desviacion E(T).

En la etapa 360, la funcién de desviacidon E(T) puede estar disponible para su visualizacion, posterior analisis de la
curva de fusién, y similares. La etapa 360 puede comprender almacenar una representacion de la funcién de
desviacion E(T) en un medio legible por ordenador, haciendo que la representacion esté disponible para uno o mas
usuarios, mostrando la representacion en una interfaz hombre maquina (HMI) (por ejemplo, una pantalla, una
impresora, etc.), o similares. La etapa 360 puede comprender, ademas, transmitir y/o poner a disposicion la funcién
de desviacion E(T) a uno o mas de otros procesos y/o sistemas. Por ejemplo, tal como se discutira a continuacion, la
funcion de desviacion E(T) se puede utilizar en un proceso automatizado de identificacion de muestras negativas, un
proceso automatizado de sustraccion de fondo, o similares.

La funcién de desviacion E(T) generada segun el procedimiento 300 descrito anteriormente se puede utilizar para
visualizar y/o analizar datos de la curva de fusidon experimental F(T). En un ejemplo, se sintetizaron los siguientes
oligonucleétidos utilizando procedimientos estandar:

S5D: gttaaccACTGAtagcacgacgTCAGT (Seq. ID No. 1)
9
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S7D: gttaaccACTGACAtagcacgacgTGTCAGT (Seq. ID No. 2)
S9D: gttaaccACTGACAGTtagcacgacgACTGTCAGT (Seq. ID No. 3)

Las regiones capitalizadas de cada uno de los oligonucleétidos anteriores son complementarias, de modo que forman
horquillas intramoleculares con regiones de tallo de cinco (5), siete (7) o nueve (9) pares de bases (pb) a temperaturas
bajas. Para cada horquilla, hay un bucle de diez (10) bases. El extremo corto de cada horquilla se extendera por siete
(7) bases en presencia de una polimerasa, formando regiones de tallo de doce (12), catorce (14) o dieciséis (16)
bases, respectivamente.

Los datos de la curva de fusién se generaron preparando una solucion que comprendia los oligonucleétidos dados a
conocer anteriormente. La solucion incluia un (1) uM de cada oligonucle6tido en un tampén de PCR (por ejemplo, que
comprende Tris 50 mM, pH 8,3, MgCI2 3 mM, 500 pg/ml de albumina de suero bovino), 200 uM de cada dNTP y un
colorante (por ejemplo, 1X colorante LCGreen® Plus disponible de Idaho Technology, Inc.) en un volumen final de 10
ul. En algunas reacciones, la solucion incluia 0,5 U de KlenTaq 1 (AB Peptides), lo que dio como resultado horquillas
de 12, 14y 16 pares de bases tras la extension. Los datos de la curva de fusion se obtuvieron utilizando tubos capilares
LightCycler® (que estan disponibles de Roche Diagnostics, GmbH y es una marca registrada de la misma), en un
instrumento de fusién de alta resoluciéon HR-1™ (disponible en Idaho Technology, Inc.) a 0,3 °C/s.

La figura 4 muestra ejemplos de curvas de fusién no modificadas obtenidas utilizando el instrumento HR-1™
(disponible de Idaho Technology, Inc.). El instrumento HR-1™ se puede configurar para ajustar la ganancia
automéaticamente para que cada curva de fusion comience con un valor de fluorescencia de 90. El caracter exponencial
de las curvas es evidente, y se sugiere cierto comportamiento de fusion a aproximadamente 75 °C para las horquillas
mas largas. Sin embargo, no es facil interpretar las curvas no modificadas mostradas en la figura 4, y no esté claro si
hay una fusion duplex observable para las horquillas mas cortas.

Lafigura 5 es un gréfico derivado de los mismos datos mostrados en la figura 4. Las transiciones duplex a temperaturas
mas altas son evidentes como picos. Sin embargo, puede ser dificil identificar las Tf de las transiciones de temperatura
mas bajas debido al aumento del fondo a bajas temperaturas. Por lo tanto, sin manipulacion y/o procesamiento
adicional (por ejemplo, eliminacion de fondo), los graficos derivados pueden no ser capaces de representar y/o ajustar
adecuadamente la fluorescencia de fondo B(T) en las curvas.

Tal como se tratd anteriormente (por ejemplo, junto con las ecuaciones 1-6), el componente de fluorescencia de fondo
B(T) de una curva de fusion experimental se puede sustraer de la curva de fusién F(T) para obtener asi una
aproximacion de la curva de fusion “verdadera” M(T). Ver las ecuaciones 1-6 anteriores. Las figuras 18 y 24 (tratadas
a continuacion) proporcionan ejemplos de procesos automatizados de eliminacion de fondo utilizando, entre otros,
andlisis de desviacion.

La figura 6 representa un gréfico derivado de los mismos datos que las figuras 4 y 5 después de la sustraccion de
fondo exponencial. En el grafico de la figura 6, aunque todas las muestras muestran una transicion de fusion, el
rendimiento de la sustraccion de fondo no es ideal, en particular para el diplex horquilla de 5 pb.

Se puede generar una funcion de desviacion E(T) de cada una de las curvas de fusidn experimentales de las figuras
3-6 (por ejemplo, utilizando las ecuaciones 9-14 y/o el procedimiento 300 de la figura 3). La figura 7 es un grafico de
las funciones de desviacion E(T) normalizadas por area, de tal modo que la integracion numérica varia entre uno (1)
y cero (0). Tal como se muestra en la figura 7, los gréaficos de desviacién se indican con En(T) que, tal como se trata
a continuacion, es una funcioén derivada de la funcién de desviacion E(T), de tal modo que, dentro de cada ventana de
temperatura, se sustrae de la misma un valor minimo de la funcién de desviacién E(T). Ver la ecuacién 20, a
continuacién. Tal como se ilustra en la figura 7, la utilizacién de la funcion de desviacion E(T) (Em(T) en el ejemplo de
la figura 7) da como resultado que las caracteristicas relevantes dentro de los datos de la curva de fusion sean mas
pronunciadas y facilmente observables. Por ejemplo, la figura 7 muestra que las Tf de horquilla se extienden
claramente en un intervalo de 30 °C de 47-77 °C. Tal como se esperaba, los tallos mas cortos fundieron en un intervalo
mas amplio que los tallos mas largos, y se muestran todas las transiciones. Dado que la funcion de desviacion E(T) (o
Em(T), tal como se representa en la figura 7) se ajusta de manera inherente a la fluorescencia de fondo B(T), el fondo
se elimina adecuadamente en todas las muestras.

En lugar de gréficos derivados, las curvas de fusidon normalizadas se pueden mostrar después de la sustraccion de
fondo exponencial. Los datos de horquilla analizados de esta manera se muestran en la figura 8. Aunque las curvas
de fusién a temperaturas mas altas parecen adecuadas, se observan mayores desviaciones de lo esperado a
temperaturas mas bajas, y el diplex de cinco (5) pares de bases muestra un aumento “fisicamente imposible” de
fluorescencia con la temperatura en algunos intervalos.

La figura 9 muestra un grafico de desviacion integrado (mostrado como un porcentaje de desviacién acumulativa) de
los mismos datos representados en las figuras 6-8. En este caso, todas las curvas parecen razonables con los diplex
mas largos que muestran transiciones mas nitidas, tal como se esperaba. Tanto si se muestran como graficos de
derivacién/desviacion o como sus formas de curva de fusién/integrada, los graficos generados utilizando una funcién
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de desviacion E(T) pueden ser mas robustos, lo que permite la comparacion de multiples curvas que cubren un amplio
intervalo de temperatura.

En otro ejemplo, el genotipado multiplex de, como minimo, cuatro (4) variantes de base Unica con dos calibradores de
control de temperatura se realiza de manera homogénea sin sondas. Las secuencias de oligonucleétidos para
cebadores multiplex y los controles internos han sido publicados previamente por Seipp M T et al., Quadruplex
Genotyping of F5, F2 y MTHFR Variants in a Single Closed Tube by High-Resolution Amplicon Melting, 54 (a) Clin.
Chem 108-15 (enero de 2008).

En este ejemplo, se  utiliz6 el siguiente control de baja temperatura de 50 pb:
ATCGTGATTTCTATAGTTATCTAAGTAGTTGGCATTAATAATTTCATTTT (Seq. ID No. 4)

El complemento de lo anterior se puede mezclar con lo anterior en proporciones molares iguales, segun lo determinado
por la absorbancia a 260 nm. Los oligonucleétidos de control de temperatura se pueden bloquear con un 3'-fosfato.
Se utilizo el siguiente control de alta temperatura de 50 pb:

(G)CGGTC(A)GTCGG(C)CTAGCGGT(A)GCCAG(C)TGCGGC(A)CTGCG
TG(A)CGCTCA(G) (Seg. ID No. 5)

El control puede comprender, ademas, el complemento, en el que las bases en negrita entre paréntesis son acidos
nucleicos bloqueados (LNA) en la cadena enumerada solamente.

Se realizé una amplificacién por PCR en volimenes de 10 ul con 1X LightCycler® FastStart DNA Master HybProbes
(disponible de Roche Diagnostics, Gmbh), 0,5 uM de cada uno de los cebadores FV, 0,15 uM de cada uno de los
cebadores MTHFR 1298 y 677, 0,16 uM de cada uno los cebadores F2, 0,06 uM del control de correccion de baja
temperatura y 0,08 uM del control de correccion de alta temperatura, MgClz 3,5 mM (incluyendo MgCl2 1 mM aportado
por la solucién LightCycler® Master), 0,01 U/ul de uracilo-ADN glicosilasa termolabil (disponible en Roche Diagnostics,
GmbH), 1X LCGreen® Plus (disponible en Idaho Technology, Inc.) y 20 ng de plantilla de ADN.

En el ejemplo, se realizaron la PCR y un experimento de fusién de alta resolucion utilizando un dispositivo LS32™
(disponible de Idaho Technology, Inc.). La PCR se realizé utilizando una retencion inicial de 95 °C durante 10 minutos,
seguido de quince (15) ciclos de 95 °C durante 2 segundos, 56 °C durante 1 segundo y 72 ° C durante 1 s, y 25 ciclos
de 95 °C durante 2 segundos, 58 °C durante 1 segundo y 72 °C durante 4 segundos. Durante la amplificacion, no se
realizé adquisicion de fluorescencia para evitar prolongar los ciclos de temperatura. Todas las etapas de calentamiento
y enfriamiento durante la PCR se realizaron con velocidades de rampa programadas a 20 °C/s. Después de la PCR,
las muestras se enfriaron (10 °C/s) desde 95 °C hasta 40 °C y se generaron curvas de fusion con adquisicion continua
de fluorescencia desde 55 °C hasta 95 °C a 0,3 °C/segundo.

Los datos de la curva de fusion obtenidos de este modo se procesaron para eliminar la fluorescencia de fondo B(T)
exponencial y se normalizaron tal como se describié anteriormente. La figura 10 representa un gréafico de una derivada
de las curvas de fusion procesadas. La figura 10 muestra temperaturas de fusidn que abarcan un intervalo de 25 °C
con el pico de control de baja temperatura a aproximadamente 68 °C. Sin embargo, incluso después de aumentar la
cantidad de control de alta temperatura (pequefio pico derecho a 92-93 °C), es evidente que la intensidad es baja, lo
que dificulta el ajuste de temperatura utilizando el pico de control de alta temperatura.

La intensidad relativa aparente de los picos de temperatura mas altos se puede aumentar aplicando las técnicas de
analisis de desviacion descritas anteriormente (por ejemplo, en las ecuaciones 9-14 y/o el procedimiento 300 de la
figura 3). En este ejemplo, las funciones de desviacion E(T) respectivas se generaron utilizando los datos de la curva
de fusién.

Los graficos de estas funciones de desviacion E(T) (en la forma Em(T) que se trata a continuacion junto con la ecuacion
20) se proporcionan en la figura 11. Tal como se muestra en la figura 11, el andlisis de desviacién aumenta la magnitud
aparente de las transiciones de alta temperatura en relacion con las transiciones de baja temperatura. Se obtuvo el
genotipo correcto de los cuatro (4) picos centrales mediante ambos procedimientos de analisis.

La figura 12A muestra curvas de fusion experimentales de seis proteinas diferentes: lisozima purificada; proteina C
reactiva; IgG; citrato sintasa; deshidrogenasa malica; y fosfatasa alcalina (todas de Sigma-Aldrich®). Estas proteinas
se dializaron cada una por separado contra solucion salina de tampdn fosfato isotonico, pH 7,4 (PBS) y se diluyeron
en PBS a una concentracion de proteina de 2,25 uM en presencia de 5X SYPRO® Orange (disponible de Invitrogen®).
Se fundieron reacciones de diez ul a 1 °C/min en un LightScanner® (disponible de Idaho Technology) entre 35y 99
°C. Los datos de la curva de fusidn experimental se suavizaron utilizando un spline de suavizado cubico y se volvieron
a muestrear a mediciones de temperatura uniformes.
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La figura 12B representa graficos derivados de las curvas de fusidn experimentales de proteinas de la figura 12A. Las
derivadas se pueden aproximar utilizando una técnica de diferenciacién central.

La figura 12C representa graficos de la funcién de desviaciéon E(T) de los datos de la curva de fusién experimental de
proteinas de la figura 12A. Las funciones de desviacion de la figura 12C se puede calcular utilizando las ecuaciones
9-14 y/o el procedimiento 300 tratado anteriormente. En la figura de ejemplo 12C, la sefial de fluorescencia de fondo
se model6 utilizando el polinomio cuadratico de la ecuacion 13, y el ancho de la ventana fue de veinte puntos de datos.
La funcion de desviacion se formé a partir de las constantes que multiplican el término cuadratico de cada ajuste (ai
en la ecuacion 13).

La figura 12D representa curvas de fusion derivadas después de la correccion de fondo. Para la eliminacién del fondo,
las ubicaciones del cursor se configuran manualmente en 84,4 grados y 98,4 grados (ambas ubicadas en la region de
fondo sobre las caracteristicas de fusién para todas las muestras). Para cada muestra, se ajusta un polinomio
cuadratico a los datos de la curva de fusion suave (representados en la figura 12A), en un sentido de minimos
cuadrados, dentro de las ubicaciones del cursor, tal como se describi6é anteriormente. Se forma una curva de fusion
con fondo corregido sustrayendo el modelo de fondo de los datos de la curva de fusion experimental suavizados. Las
curvas de fusion con fondo corregido se normalizaron. Después de la normalizacion, las curvas de fusion comienzan
normalmente cerca de cero y se estabilizan cerca de uno después de la transicion de fusion. Las derivadas de las
curvas con fondo corregido normalizadas representadas en la figura 12D se calcularon utilizando una técnica de
diferenciacion central. Todas las proteinas (excepto la lisozima de baja intensidad) muestran las transiciones de fusién
esperadas en un formato familiar.

La figura 13 representa graficos de los datos de la curva de fusion de la figura 12A después de eliminar un fondo que
disminuye exponencialmente y eliminar también la sefial debida a una tasa de agregacion localmente constante. Las
proteinas se agregan a menudo a temperaturas mas altas, secuestrando de este modo varios residuos hidr6fobos que
estaban expuestos previamente a través del desplegamiento. Con la correccién, los datos resultantes pueden
representar una curva de desplegamiento de fondo y agregacion corregidos. Tal como se trata a continuacion, las
curvas de desplegamiento mostradas en la figura 13 se han normalizado a un intervalo de porcentaje de 0-100
volviendo a escalar los datos de la curva de fusién corregida en un valor maximo antes de tomar la derivada.

Los datos de la curva de desplegamiento de la figura 13 se pueden obtener revisando el modelo de la curva
experimental de la ecuacion 1 para tener en cuenta una agregacion entre regiones de desplegamiento de la proteina:

F(TY=U(T)+ AT)+ B(T) Ec. 15

En la ecuacion 15, U(T) representa una curva de desplegamiento, A(T) una sefal de agregacién y B(T) radiacion EO
de fondo. Se ha observado que las curvas de desplegamiento U(T) son sustancialmente planas a temperaturas bajas
y altas, A(T) tiene una pendiente negativa sustancialmente constante y, tal como se traté anteriormente, B(T) sigue un
modelo de disminucidn exponencial. Estas propiedades se pueden utilizar para identificar y eliminar la sefial de fondo
B(T). Otros procesos para la eliminacion del fondo se describen a continuacion junto con la figura 22.

El proceso de eliminacion de fondo puede comprender identificar una primera temperatura Tv justo por debajo del
comienzo de la transicion de desplegamiento en la que la curva de agregacion es cero y la curva de desplegamiento
es plana. En este punto de la curva, la pendiente medida (negativa) puede ser completamente atribuible a la pendiente
de la sefal de radiacion EO de fondo (por ejemplo, B(T):F(TL) = B’(TL)). La ubicacién de T. se puede detectar en el
intervalo de baja temperatura utilizando el mismo andlisis de desviacion exponencial que el utilizado para la fusion del
ADN para identificar la temperatura a la que la fluorescencia en bruto ya no muestra una tasa de disminucion
exponencial constante. Ver la ecuacion 11 tratada anteriormente.

Se puede identificar una segunda temperatura Tr en la region de temperaturas por encima de la transicién de
desplegamiento, en la que A’(T) es aproximadamente constante, U’(T)=0 y B’(T) permanece exponencial. Estas
condiciones implican que U"(T)=0 y A"(T)=0; por consiguiente, F"(Tr) = B" (Tr). La derivada del modelo exponencial
de la sefial de radiacion EO de fondo se puede expresar como:

' _ a (I-T;)
B(T)=Ce Ec. 16

A partir de los dos valores de temperatura (Tr y Tr) se pueden encontrar los valores de C y a en la ecuacién 16; C =
B'(TL) = F'(TL) dado que a partir de la ecuacion 16 se tiene B"(Tr) = F"(Tr) = aCe®Tr"T) y dividiendo aCeTrT) =
F"(TR)/F'(TL) es una ecuacion que se puede resolver utilizando, por ejemplo, el procedimiento de Newton. Al determinar
Cya,y por lo tanto, B(T), el modelo de fondo se puede sustraer de los datos de la curva de fusion experimental (ver
la ecuacién 15, U'(T) + A(T) = F'(T) -B(T)) para obtener una derivada de la curva de fusién con fondo corregido.

A continuacion, la curva de desplegamiento U(T) se puede extraer de la curva de agregacion A(T) (por ejemplo, extraer
de los datos de la curva de fusion con fondo corregido calculados anteriormente). En algunas realizaciones, la
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correccion de agregacion puede comprender ajustar la derivada del desplegamiento extraido y la superposicion de
agregacion mediante un modelo logistico de su componente de agregacion del intervalo de temperatura mas alto A’(T)
. Dado que el fondo exponencial se extrajo anteriormente, puede ser posible medir una tasa de agregacién M
localmente constante (negativa) en este intervalo. La tasa de agregacion M se puede utilizar como una “capacidad de
carga” del modelo logistico:

M

= Ec. 17
(1+De™)

A(T)

A continuacioén, se puede realizar un analisis de desviacion exponencial (tal como se traté anteriormente) sobre la
cantidad
rM —1=De"

A(T) para identificar un intervalo de ajuste sobre el que los parametros D y k son constantes.
Los valores promedio de D y k en este intervalo se pueden utilizar para el ajuste. La curva de agregacion del modelo
resultante se puede sustraer de la curva con fondo corregido, lo que da como resultado una derivada de la curva de
desplegamiento con fondo y agregacion corregidos (ver la ecuacion 1, U(T) = F(T) — B(T) — A'(T)). La curva derivada
de fondo y agregacion U'(T) se puede integrar para obtener una curva de fusion con fondo y agregacion corregidos.

A(T) =

En un enfoque alternativo, la superposicion de desplegamiento y agregacion extraida por un modelo logistico del
intervalo de temperatura mas bajo se implementa bajo el supuesto de que los efectos de la agregacién son
insignificantes a temperaturas hasta un hombro superior de la curva extraida y/o que incluyen el mismo, (indicado
como Ts). La temperatura de Ts se puede identificar como el punto en el que la segunda derivada de U(T) + A(T) es
la més negativa (por ejemplo, min {U"(T) + A"(T)}), de modo que U™(Ts) = 0. Dado que se ha extraido la superposicién
derivada U(T) + A(T) (por ejemplo, se ha eliminado la derivada de la sefial de radiacién EO de fondo B(T)), los
presentes inventores localizan la temperatura Ts a la que su primera derivada es la més negativa.

Los parametros del modelo logistico se pueden expresar de la siguiente manera:

N

U(T)=m Ec. 18

Los parametros de la ecuacién 18 se pueden determinar por el hecho de que U"(Ts) = 0, y los valores de U(Ts) y
U'(Ts) son:

P=2-3,N=(3-3)U(T), R o

Dado que la sefial de agregacion A(T) puede ser insignificante por debajo de Ts, la curva derivada se puede evaluar
después de la eliminacion del fondo (tratado anteriormente) para encontrar U'(Ts) = F'(Ts) — B'(Ts). Tal como
anteriormente, U'(T) se puede integrar para obtener una curva de fusidn con fondo y agregacion corregidos (una curva
de fusion que sélo comprende la sefial de desplegamiento, U(T)). La curva de desplegamiento resultante U(T) y su
derivada U'(T) se pueden normalizar opcionalmente al intervalo de porcentaje 0-100 reescalando U(T) =
100(U(T))/ max{u(T)}.

La figura 13 representa los datos de la curva de fusion normalizada obtenidos a partir de las curvas de fusion de
proteinas de la figura 12A utilizando los procedimientos descritos anteriormente (por ejemplo, las ecuaciones 15-19).
Por consiguiente, los gréaficos de la figura 13 representan los componentes de desplegamiento (U(T)) de los datos de
la curva de fusion de la figura 12A.

La figura 14A muestra otro conjunto de curvas de fusion de proteinas experimentales. Los datos de la curva de fusion
representados en la figura 14A ilustran una dilucion en serie de 2 veces de IgG purificada (disponible de Sigma-
Aldrich®), que primero se dializ6 contra PBS, a continuacion, se diluyé en serie hasta concentraciones finales de 12
mg/ml, 6 mg/ml, 3 mg/ml, 1,5 mg/ml, 0,75 mg/mly 0,37 mg/ml en presencia de sulfonato de 1-anilino-8-naftalina 10
uM (disponible de Sigma-Aldrich®). Se analizaron volimenes de diez ul en un LightScanner® (disponible de Idaho
Technology) modificado para la excitacion UV a 400 nm y se recogieron las curvas de fusion a 1 °C/min. Después, se
suavizaron los datos de la curva de fusion, tal como se describi6 anteriormente.

La figura 14B representa gréaficos de los datos de la curva de fusiéon experimental de la figura 14A. Las derivadas se
aproximaron utilizando una técnica de diferenciacién central.
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La figura 14C representa gréaficos de la funcién de desviacién E(T) de los datos de la curva de fusion de la figura 14A.
En el ejemplo de la figura 14C, la sefial de fluorescencia de fondo se model6 utilizando el polinomio cuadratico de la
ecuacion 13, y el ancho de la ventana se establecié en treinta puntos de datos. La funcién de desviacién se formé a
partir de las constantes que multiplican el término cuadratico de cada ajuste (ai en la ecuacién 13).

La figura 14D representa graficos derivados de las curvas de fusiéon con fondo corregido de las Figuras 14A-14C. Los
datos de la curva de fusion con fondo corregido se obtuvieron configurando manualmente las ubicaciones del cursor
de eliminacion de fondo en 80,0 grados y 98 grados (ambos ubicados en la region de fondo sobre las caracteristicas
de fusion para todas las muestras). Para cada curva de fusion, se ajustd un polinomio cuadratico a los datos de la
curva de fusién suavizada (utilizando una técnica de minimos cuadrados) dentro de las ubicaciones del cursor. Se
formé una curva de fusion con fondo corregido sustrayendo el modelo de la sefial de fluorescencia de fondo de los
datos de la curva de fusién experimental suavizada. Después, se normalizaron las curvas de fusién con fondo
corregido. Las derivadas de las curvas con fondo corregido normalizadas se aproximaron utilizando una técnica de
diferenciacion central. Aunque las figuras 12D y 14D describen una técnica de correcciéon de fondo manual, las
ensefianzas de la presente divulgacion se pueden utilizar para calcular automaticamente los datos de la curva de
fusién con fondo corregido, tal como se describe a continuacion junto con las figuras 18-21 y las ecuaciones 20-27.

La figura 15 representa datos de la curva de desplegamiento normalizados derivados de las curvas de fusion de
proteinas de la figura 14A obtenidos utilizando los procedimientos descritos anteriormente (por ejemplo, las ecuaciones
15-19). Por consiguiente, los gréaficos de la figura 15 representan los componentes del desplegamiento (U(T)) de los
datos de la curva de fusion de la figura 14A.

La figura 16 representa una realizacion de un procedimiento 1600 para identificar muestras negativas. Tal como se
utiliza en el presente documento, una muestra negativa puede hacer referencia a una curva de fusion experimental
F(T) que no incluye una region de transicion de fusién valida. Un conjunto de curvas de fusién puede incluir una o mas
muestras de control negativas que sirven para validar los resultados. De manera alternativa o adicional, las muestras
negativas se pueden producir por un error al realizar el experimento de la curva de fusion, un error en el procesamiento
de PCR, un error en la medicién de los valores fluorescentes en bruto que comprenden la curva de fusion, un error
relacionado con el colorante de union utilizado en el experimento particular, la ausencia de un producto de &cido
nucleico, o similar. Puede ser conveniente detectar muestras negativas para fines de validacion y/o reducir el tiempo
de procesamiento y/o evitar otros problemas que puedan surgir del procesamiento de datos no validos.

En la etapa 1610, se puede inicializar el procedimiento 1600, que, tal como se trat6 anteriormente, puede comprender
cargar una o mas instrucciones legibles por ordenador que comprenden el procedimiento 1600, acceder a uno o mas
componentes de hardware, y similares.

En la etapa 1620, se puede acceder a una curva de fusion experimental F(T).

En la etapa 1630, la curva de fusion experimental F(T) se puede utilizar para generar una funcion de desviacion E(T).
La funcion de desviacion E(T) se puede generar segln las ecuaciones 9-14 descritas anteriormente y/o el
procedimiento 300 de la figura 3. Por lo tanto, el procedimiento 1600 se puede configurar para acceder a una funcion
de desviacion E(T) generada utilizando el procedimiento 300 y/o puede incorporar una o mas etapas del procedimiento
300.

En la etapa 1640, la funcién de desviacion E(T) se puede analizar para determinar si incluye una region de transicion
de fusion valida. Tal como se traté anteriormente, la funcién de desviacién E(T) puede cuantificar el grado en que la
curva de fusién experimental F(T) se desvia de un modelo de la fluorescencia de fondo B(T) (por ejemplo, en cuanto
a una desviacion entre los factores de disminucion exponencial respectivos). En las regiones de temperatura en las
que F(T) corresponde al modelo de fondo (por ejemplo, en areas de fondo), la funcién de desviacion E(T) es pequenia,
mientras que en una region de fusidn, la funcion de desviacion E(T) aumenta. Por lo tanto, la funcién de desviacion
E(T) se puede utilizar para identificar qué partes de la curva de fusion experimental F(T) corresponden a regiones de
transicion de fusién y cuéles son de fondo. Esta determinacién puede comprender comparar la curva de desviacion
E(T) con un umbral. El umbral se puede establecer de modo que los valores de desviacion menores que el umbral
sean indicativos de una regién de fondo, y los valores de desviacion mayores que el umbral sean indicativos de una
regiéon de fusion. A continuacién se proporciona un ejemplo de un umbral de desviacion junto con la figura 19. En
algunas realizaciones, el umbral se puede calcular como una proporcién del pico de la funcién de desviacion E(T) con
respecto al promedio de la funcion de desviacion E(T). De manera alternativa o adicional, el umbral se puede derivar
del andlisis de un conjunto de curvas de fusion (por ejemplo, una proporcion del pico de la funcion de desviacién media
E(T)). Por ejemplo, se puede calcular una media p y una desviacion estandar o de la funcion de desviacion E(T) de
un conjunto de curvas de fusién. Las curvas que difieren del grupo en mas de una cantidad particular (por ejemplo,
dos (2) desviaciones estandar c) se pueden extraer del andlisis. Las curvas de fusion restantes F(T) se pueden utilizar
para calcular un “maximo promedio”, que puede formar la base de un umbral de fondo/region de fusién (por ejemplo,
tal como 1/e, 1/3 o alguna otra proporcion del maximo valor, o similar).
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En la etapa 1640, si el analisis de la funcién de desviacion E(T) indica que la curva de fusion experimental F(T) no
contiene una region de transicion de fusion valida (por ejemplo, esta por debajo de un umbral para todos los valores
de T), el flujo puede continuar a la etapa 1650; de lo contrario, el flujo puede continuar hasta la etapa 1660.

En la etapa 1650, la curva de fusion experimental F(T) se puede marcar como una muestra negativa. La etapa 1650
puede comprender eliminar la curva de fusion de un conjunto de curvas de fusién que se va procesar y/o marcar la
curva de fusion experimental F(T) como una muestra “no valida” o “negativa”. En algunas realizaciones, el conjunto
de curvas de fusion experimentales F(T) puede comprender uno o mas “controles negativos” conocidos. Estas pueden
ser curvas de fusién experimentales que estan configuradas para mostrar caracteristicas indicativas de una muestra
negativa y, como tales, se pueden utilizar para validar los resultados. La etapa 1650, por lo tanto, puede comprender
comparar un identificador de la muestra negativa con una lista de “controles negativos” conocidos para determinar si
la muestra negativa es un “control negativo”.

En algunas realizaciones, en la etapa 1660, la curva de fusion experimental F(T) se puede marcarse como una curva
de fusion “valida”. En otras realizaciones, el marcado de la etapa 1660 se puede no realizar (por ejemplo, cualquier
curva de fusioén experimental F(T) que permanezca en el conjunto y/o que no esté marcada como “invalida” se puede
considerar valida).

La figura 17 representa una realizacion alternativa de un procedimiento 1700 para detectar muestras negativas. En
las etapas 1710, 1720 y 1730 se inicializa el procedimiento 1700, se accede a los datos de la curva de fusion y se
calcula una funcién de desviacion, tal como se describié anteriormente, junto con las etapas 1610-1630.

En la etapa 1732, se puede determinar un valor minimo (mine) del valor absoluto de la funcion de desviacion E(T)
dentro de la regién de temperatura [Twmin, Tmax - W]. El valor minimo mine se puede sustraer de E(T) para todos los
valores de T dentro del intervalo [Twmin, Tmax - W], produciendo Em(T):

E,(T)=|E(T)|-min, Ec. 20

En la etapa 1734, se puede calcular un valor maximo méaxe y un valor promedio o medio & de la funcion de desviacion
modificada Em(T).

En la etapa 1736, se puede calcular una proporcion Re del valor maximo méxe con respecto al valor promedio o medio
ue de la funcién de desviacion modificada Em(T):

R, = max
Hg Ec. 21

En la etapa 1740, el procedimiento 1700 determina si la curva es una muestra negativa utilizando la proporcién Re. En
algunas realizaciones, la etapa 1740 puede comprender comparar la proporcion Re calculada en la etapa 1736 con un
valor umbral. El valor umbral puede ser definido por un usuario del procedimiento 1700 y/o puede ser un valor
predeterminado. Por ejemplo, para el analisis automatico de curvas de fusion de alta resolucion, el valor umbral puede
ser cinco (5). Una proporcién Re menor que el umbral puede ser indicativa de que no existe una regién de fusion y,
como tal, la curva de fusion F(T) es una muestra negativa, y el flujo puede continuar en la etapa 1750; de lo contrario,
el flujo puede continuar en la etapa 1760. En la etapa 1750, la curva de fusion F(T) se puede marcar como una muestra
invalida o negativa, tal como se describié anteriormente, junto con la etapa 1650. En la etapa 1760, la curva de fusion
F(T) se puede marcar como una muestra valida, tal como se describié anteriormente, junto con la etapa 1660.

La figura 18 representa una realizacion de un procedimiento 1800 para identificar automaticamente regiones de fondo
y/o de fusion de una curva de fusion utilizando analisis de desviacion. Tal como se tratara a continuacion, las regiones
de temperatura identificadas utilizando el procedimiento 1800 se pueden utilizar para sembrar un proceso de
sustraccion de fondo automatizado y/o para visualizacion u otro procesamiento de los datos de la curva de fusion.

En la etapa 1810, se puede inicializar el procedimiento 1800, que, tal como se traté anteriormente, puede comprender
la asignacion y/o inicializacion de los recursos de requeridos por el procedimiento 1800, la carga de una o mas
instrucciones y/o médulos de software distintos desde un medio de almacenamiento legible por ordenador, el acceso
a componentes de hardware, o similares.

En la etapa 1820, el procedimiento 1800 puede acceder a una curva de fusién experimental F(T), que puede
comprender un conjunto de mediciones de fluorescencia en bruto en funcion de la temperatura. La curva de fusién
experimental F(T) puede incluir un componente de fluorescencia de fondo B(T) y, como tal, se puede modelar como
una suma de la fluorescencia de fondo B(T) y una fluorescencia de curva de fusion “verdadera” M(T). Ver la ecuacion
1 tratada anteriormente. En algunas realizaciones, el acceso a la etapa 1820 puede comprender, ademas, el acceso
y/o calculo de una curva de fusion experimental normalizada F(T).
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En la etapa 1830, se puede generar una funciéon de desviacion E(T). La funcién de desviacion se puede generar
utilizando el procedimiento 300 descrito anteriormente. Por lo tanto, la etapa 1830 puede comprender el acceso a una
funcién de desviacion E(T) generada por un proceso externo (por ejemplo, procedimiento 300), y/o la etapa 1830
puede incorporar uno o mas pasos descritos en el procedimiento 300.

En la etapa 1840, la funcién de desviacion se puede utilizar para identificar una region de busqueda para los cursores
de normalizacion y, por extensién, una transicion de fusiéon dentro de la curva de fusién F(T). Tal como se tratd
anteriormente, la region de blsqueda puede comprender regiones de fondo de la curva de fusién F(T), que pueden
acotar una regién de transicion de fusién (por ejemplo, comprender una region de fondo baja antes de una transicion
de fusién y una regién de fondo alta después de la transicién de fusién). Por lo tanto, la identificacion de la etapa 1840
puede comprender identificar una region de busqueda baja Traja Y Una region de blsqueda alta Tara. La identificacion
de la region de blusqueda baja Twaja Y la region de busqueda alta Tarta puede, por extension, identificar una region de
transicion de fusion entre ellas (por ejemplo, la regiéon de temperatura entre la regién baja superior Thaja Y la region alta
inferior Tatta).

La funcion de desviacion generada en la etapa 1830 se puede utilizar para identificar las regiones de temperatura de
interés (por ejemplo, la region de fondo baja, la region de fondo alta y/o la regién de fusion entre ellas). La identificacion
de estas regiones de temperatura puede comprender comparar la funcidon de desviacion E(T) de la etapa 1830 con
uno o mas umbrales. Tal como se describié anteriormente, las regiones de desviacién alta pueden ser indicativas de
una regién de fusion, y las areas de desviacion baja pueden ser indicativas de una region de fondo. Por lo tanto, la
identificacion de la etapa 1830 puede comprender comparar la funcion de desviacion E(T) con uno o méas umbrales,
calcular un promedio y/o una proporcion de un pico de la funcion de desviacion E(T) con respecto a una media 0 un
promedio de la misma, o similares.

Aungue el procedimiento 1800 trata sobre la identificacion de un solo par de regiones de temperatura (Tbaja, Taita)
acotando una sola transicion de fusion, un experto en la materia reconoceria que el procedimiento 1800 se podria
adaptar para identificar cualquier nimero de regiones de temperatura (Tbaja, Tata) S€gUN el nimero de transiciones de
fusion dentro de los datos de la curva de fusion. A continuacion, se describe un ejemplo de un procedimiento 2000
para identificar multiples regiones de fusién junto con la figura 20. Por lo tanto, la presente divulgacion no se debe
interpretar como limitada a la identificacion de un nimero particular de regiones de busqueda y/o transiciones de fusion
dentro de una curva de fusion.

La figura 19 representa un ejemplo de un grafico de desviacion de varias funciones de desviacion a modo de ejemplo.
En el ejemplo de la figura 19, se representa una Unica transicion de fusion 1920. Por lo tanto, se pueden identificar
dos (2) regiones de temperatura (Tbaja 1930 y Tata 1932) en la etapa 1840. Otras curvas de fusion experimentales
pueden incluir regiones de transicion de fusion adicionales (por ejemplo, pueden incluir n regiones de transicion de
fusién). Por lo tanto, la identificacion de la etapa 1840 puede comprender identificar n regiones de temperatura de
fondo dentro de una curva de fusion (por ejemplo, Toaja 1Y Taita_1, Tbaja_2 Y Talta_2, ..., Thajany Tatta_n). Cada una de las
regiones de transicion de fusion puede incluir multiples patrones de fusién, cada uno correspondiente a un genotipo
diferente, por ejemplo, 1912, 1914 y 1916. Sin embargo, fuera de cada region de fusion, las curvas de fusion de los
diferentes genotipos son similares. Esto permite definir una region de fusién (con fondos flanqueantes) para multiples
curvas. Dado que el analisis de fusion compara multiples curvas, a menudo es ventajoso utilizar estas regiones
agregadas en lugar de regiones individuales para cada curva.

Las regiones de temperatura Thaja 1930 y Tata 1932 se pueden seleccionar utilizando, entre otras cosas, la funcién de
desviacion E(T) de la etapa 1830. La funcién de desviacion E(T) de una curva de fusiéon se puede comparar con uno
0 mas umbrales de desviacion dentro del intervalo de temperatura [Tmin, Tmax] O [Tmin, Tmax - W] de la curva de fusion
experimental F(T). En el ejemplo de la figura 19, las regiones de temperatura en las que la funcién de desviacién E(T)
es menor que el umbral 1910 se pueden identificar como regiones de fondo 1930 y 1932, mientras que las regiones
en las que la funcién de desviacion E(T) excede el umbral 1910 se pueden identificar como una region de fusion 1920.

El umbral 1910 puede estar predeterminado. De manera alternativa o adicional, el umbral 1910 se puede calcular
promediando las funciones de desviacion E(T) de una pluralidad de curvas de fusion experimentales F(T) y/o utilizando
un valor maximo de una funcion de desviacion E(T). El calculo del promedio y/o la proporcion puede comprender un
rechazo atipico y/u otras técnicas estadisticas (por ejemplo, la identificacion de muestras negativas, tratada
anteriormente). Por ejemplo, se puede calcular una media p y una desviacion estandar o de la funcién de desviacion
E(T) del conjunto de curvas de fusion. Las curvas que difieren del grupo en mas de una cantidad particular (por
ejemplo, dos (2) desviaciones estandar c) se pueden extraer del analisis. Las curvas de fusion restantes F(T) se
pueden utilizar para calcular un “promedio maximo”, que puede formar la base del umbral 1910 (por ejemplo, tal como
1/e, 1/3 o alguna otra proporcién del valor maximo, o similar).

La figura 19 muestra tres (3) funciones de desviacion E(T) a modo de ejemplo: 1912, 1914 y 1916. La region de fusion
1920 se representa como una region donde las funciones de desviacion E(T) 1912, 1914 y/o 1916 exceden el umbral
de desviacién 1910. Una region de fondo 1930 inferior comprende la region de temperatura en la que las funciones de
desviacion E(T) 1912, 1914 y/o 1916 caen por debajo del umbral de desviacion 1910.
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Con referencia de nuevo a la figura 18, en la etapa 1880, la region o las regiones de temperatura identificadas en la
etapa 1840 pueden estar disponibles para su visualizacion y/o procesamiento adicional. Tal como se describe, la etapa
1880 puede comprender almacenar la region o las regiones de temperatura identificadas en un medio de
almacenamiento legible por ordenador, mostrar las regiones en una HMI (por ejemplo, superponer las regiones en una
pantalla de datos de curva de fusién), utilizar las regiones para mostrar un parte de los datos de una curva de fusién
(por ejemplo, visualizar s6lo una regioén de fusion de los datos), transmitir los datos a un sistema y/o proceso externo
(por ejemplo, un proceso de eliminacion de fondo exponencial), o similares.

La figura 20 es un diagrama de flujo de otra realizacion de un procedimiento 2000 para identificar automaticamente
las regiones de transicion de fondo y/o fusion dentro de una curva de fusion. El procedimiento 2000 de la figura 20 se
puede adaptar para identificar regiones de fusion dentro de una curva de fusion que comprende mdiltiples regiones de
fusién: una region de fusién de amplicon y una region de fusion de sonda. Tal como se tratard a continuacion, en esta
implementacion a modo de ejemplo, la region de fusion del amplicon puede ser mas pronunciada que la region de
fusion de la sonda. El andlisis de una curva de fusién de este tipo (por ejemplo, que comprende regiones de fusién de
amplicon y sonda) puede permitir el cribado y el genotipado simultdneo de mutaciones. Sin embargo, las ensefianzas
del procedimiento 2000 se podrian aplicar a otras curvas de fusion que comprenden diferentes conjuntos de regiones
de fusién. Por lo tanto, el procedimiento 2000 no se debe interpretar como limitado a este respecto.

Tal como se tratd anteriormente, las curvas de fusion procesadas mediante el procedimiento 2000 pueden incluir dos
(2) regiones de fusién (por ejemplo, regiones de fusion de amplicon y sonda). Un ejemplo de un grafico de funcién de
desviacion de dicha curva de fusién se proporciona en la figura 21A. El procedimiento 2000 se puede configurar para
identificar automaticamente cuatro (4) valores de temperatura distintos: un valor bajo de temperatura de amplicon TaL
y un valor alto de temperatura de amplicon Tan para acotar la regién de fusidon del amplicon y un valor bajo de
temperatura de sonda Te,Ly un valor alto de temperatura de la sonda Tpn para acotar la region de fusion de la sonda.
Los valores de temperatura se identifican de tal manera que Tp,L< TpH< TaL< TaH.

En las etapas 2010 y 2020, el procedimiento 2000 se puede inicializar y acceder a los datos de la curva de fusion, tal
como se describio anteriormente.

En la etapa 2030, se puede generar una funcion de desviacion E(T) de los datos de la curva de fusidn. La funcion de
desviacion E(T) se puede generar utilizando el procedimiento 300 y/o incorporando uno o mas pasos del procedimiento
300.

En las etapas 2032 y 2034, se determina un valor minimo mine del valor absoluto de la funcién de desviacion E(T)
dentro del intervalo de temperatura [Tmin, TmAx — W (ancho de ventana de temperatura)]. El valor minimo mine se puede
sustraer de E(T) para todos los valores de T dentro de [Tmin, Tmax — W], dando como resultado En(T) (en el que Em(T)
= |E1(T)] — mine). Se puede determinar un valor maximo méaxe de Em(T), tal como se ha descrito anteriormente, junto
con las etapas 1732-1734 de la figura 17.

En la etapa 2040, se determina el primer conjunto de temperaturas. El primer conjunto de cursores de temperatura
puede comprender un cursor bajo de amplicdn TaL y un cursor alto de amplicon Tan que agrupa una region de fusion
del amplicon. El cursor bajo de amplicon Ta L puede ser el valor mas pequefio de T (dentro del intervalo de temperatura
de Em(T)) en el que el valor absoluto de la funcion de desviacion Em(T) es mayor o igual que un valor particular. En
algunas realizaciones, el valor puede ser méxe escalado por un factor de escalado (por ejemplo, 1/e, 1/3 u otro factor
de escalado). Por consiguiente, la temperatura TaL se puede identificar como la temperatura mas baja T que satisface
la ecuacion 22:

max,

Iy, =minl£, (1> —=+] Ec. 22

e

Un ejemplo de identificacion de Ta,L de esta manera se proporciona en la figura 21A, que muestra TaL 2124.

El valor alto de temperatura de amplicén Tan se puede identificar como el valor mas grande de T (dentro del intervalo
de temperatura de Em(T)) en el que el valor absoluto de la funcién de desviacion Em(T) es mayor o igual a un valor
particular (por ejemplo, maxe escalado por una constante, tal como 1/e):

max;

Ty EmTéx{iEm(T)| > } Ec. 23

Un ejemplo de identificacion de Tan de esta manera se proporciona en la figura 21A, que muestra Tan 2126.

En algunas realizaciones, en la etapa 2050, se puede modificar el primer conjunto de temperaturas TaL Yy Tan
identificado en la etapa 2040. El analisis se puede mejorar utilizando valores de temperatura fuera de los valores TaL
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y Tan. Por lo tanto, los valores de tamp6n respectivos, BaL y Banx se pueden incluir a ambos lados de las temperaturas
TaLy Tan utilizando constantes de tampén BaL y Ban, cuyo valor se puede determinar empiricamente. Las constantes
de tamp6n se pueden seleccionar para que estén cerca de un tamafio de caracteristica de interés dentro de los datos
de la curva de fusion (por ejemplo, 1 °C). Las ubicaciones de temperatura, por lo tanto, se pueden modificar para ser
TaL - BaLy Tan + Ban, respectivamente. Ver la figura 21A. Ademas, y tal como se representa en las figuras 21A y
21B, las regiones de temperatura de fondo basadas en los valores TaLy Tan se pueden definir afiadiendo un parametro
W a cada lado de las mismas.

Tal como se tratard a continuacion, los valores de temperatura TaLy Tan y/o la region de temperatura definida de ese
modo, se pueden utilizar para identificar regiones de fondo y/o fusién, automatizar un proceso de sustraccion de fondo
exponencial (por ejemplo, se pueden utilizar las temperaturas para construir un modelo exponencial de la fluorescencia
de fondo segun las ecuaciones 2-6), utilizado en una operacion de agrupamiento o cribado, o similar.

En la etapa 2060, se puede identificar una region de temperatura de sonda dentro de Em(T). La regién de temperatura
puede comprender el intervalo de temperatura por debajo de la temperatura mas baja (TaL) del primer conjunto de
temperaturas. En algunas realizaciones, la region de temperatura puede ser inferior a Ta, un valor de tampén, y/o el
ancho de las ventanas de temperatura de la funcion de desviacion E(T) Tw (por ejemplo, todas las T de Em(T) por
debajo de TaL - BaL - W). Esta region de temperatura puede incluir la segunda regién de fusién (region de fusion de
la sonda) y excluir la region de fusion del amplicon. Ver la figura 21B. Tal como se muestra en la figura 21A, la regién
de fusién de la sonda puede ser menos pronunciada que la region de fusion del amplicon (tal como se cuantifica por
Em(T)). Por esta razon, el segundo conjunto de temperaturas (por ejemplo, las temperaturas de la sonda TeLy TrH)
se pueden identificar después del primer conjunto de temperaturas (TaL Yy Tan) y utilizando un subconjunto de E(T).
Sin embargo, en otras realizaciones y/o en otros tipos de curvas de fusion, este puede no ser el caso. Por lo tanto, la
presente divulgacion no se debe interpretar como limitada a ningan orden particular y/o niumero de conjuntos de
temperatura.

En la etapa 2062, se puede determinar un valor minimo mine de E(T) dentro de la region identificada en la etapa 2060.
Ver la etapa 2032 tratada anteriormente. El valor mine se puede utilizar para generar Emz2(T) dentro de la regién de
temperatura (en el presente documento se hace referencia a Emz2(T) para distinguirla de Em(T) tratada en las etapas
2032-2050).

En la etapa 2064, se puede determinar un valor maximo méaxez de Emz2(T). Ver la etapa 2034 tratada anteriormente;
ver también el punto 2142 en las figuras 21A 'y 21B.

En la etapa 2070, el segundo conjunto de temperaturas se puede identificar utilizando el valor maximo maxe2
determinado en la etapa 2064. Un valor de baja temperatura Te,L del segundo conjunto de temperaturas puede ser la
temperatura mas baja dentro de la region de temperatura en la que el valor de Emz2(T) es mayor que maxez, tal como
se escala por una constante (por ejemplo, 1/e). Ver TeL 2154 en la figura 21B. Un valor de alta temperatura Ten del
segundo conjunto de temperaturas puede ser la temperatura mas alta dentro de la region en la que el valor de Emz(T)
es mayor o igual a maxez, tal como se escala por una constante (por ejemplo, 1/e). Ver Tp,n 2156 en la figura 21B.

En la etapa 2080, el segundo conjunto de temperaturas Te,L y T Se puede modificar utilizando las constantes de
tampon respectivas y/o un ancho de la ventana de temperatura W utilizada para generar la funcion de desviacion E(T).
Ver la etapa 2050 tratada anteriormente; ver también los puntos 2164 y 2166 en la figura 21B.

En la etapa 2090, el primer y el segundo conjunto de temperaturas pueden estar disponibles para su visualizacion y/o
utilizacién en uno 0 méas procesos externos. En algunas realizaciones, y tal como se tratara a continuacién, los
conjuntos de temperatura se pueden utilizar para automatizar un proceso de sustraccién de fondo exponencial. Por
ejemplo, el primer conjunto de temperaturas (TaLy TaH) se puede utilizar para sustraer el fondo en la region de fusion
del amplicdn, y el segundo conjunto de temperaturas (TeL Y TeH) Se puede utilizar para sustraer la fluorescencia de
fondo en la region de fusion de la sonda. Ver las ecuaciones 1-6 tratadas anteriormente. De manera alternativa o
adicional, los conjuntos de valores de temperatura se pueden utilizar para proporcionar automaticamente la
visualizacién y/o el procesamiento de las regiones de fusion del amplicdn y/o la sonda (por ejemplo, visualiza de forma
automatica de una vista a escala y/o ampliada de la region o regiones de fusién respectivas, proporciona agrupaciones
automatizadas dentro de las regiones relevantes, y asi sucesivamente).

Las figuras 21A y 21B son gréaficos de una funcién de desviacién Em(T) 2110 a modo de ejemplo generada utilizando
una curva de fusion que comprende una region de fusidon de amplicon y una region de fusién de sonda.

La figura 21A muestra el funcionamiento de las etapas 2030-2050 del procedimiento 2000 descrito anteriormente. Por
ejemplo, 2112 muestra un valor maximo maxe de Em(T), 2114 es el valor maximo maxe escalado por un factor de
escala (1/e), y 2124 es la temperatura mas baja TaL a la que Em(T) es mayor o igual que méaxe/e, y 2126 es la
temperatura mas alta Tan a la que Em(T) es mayor o igual que maxe/e. Tal como se muestra en la figura 21A, los
valores de temperatura TaL Y Tan se pueden modificar por las constantes de tampon respectivas 2134 y 2136 y/o el
ancho de ventana de temperatura W.
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La figura 21B muestra el funcionamiento de los pasos 2060-2080 del procedimiento 2000 descrito anteriormente. El
grafico 2140 incluye una region de fusién de la sonda, que puede comprender un subconjunto del intervalo de
temperatura de Em(T) (por ejemplo, el intervalo de temperatura por debajo de TaL - BaL - W). La funcién Ewz(T) se
genera sustrayendo el valor minimo mine del valor absoluto de la funcién de desviacion para todos los valores de E(T)
dentro de una region de fusion de la sonda (por ejemplo, el intervalo de temperatura identificado en la etapa 2050). El
valor maximo maxe2 de Em2(T) 2142 se puede utilizar para identificar los valores de temperatura Tp,L 2154 y Tp,H 2156.
La temperatura baja de la sonda Tp,. 2154 se identifica como la temperatura mas baja a la cual Em2(T) es mayor o
igual que el valor maximo escalado maxez2 (maxez/e), y la temperatura alta de la sonda Te1 2156 se identifica como la
temperatura mas alta a la que Em2(T) es mayor o igual que el valor maximo escalado méxez (maxez/e). Tal como se
muestra en la figura 21B, las temperaturas TeL y Ten Sse pueden modificar utilizando las constantes de tampodn
respectivas 2164 y 2166 y/o el ancho de ventana de temperatura W.

Tal como se trat6 anteriormente, los valores de temperatura identificados en el procedimiento 2000 se pueden utilizar
para sustraer una sefial de fluorescencia de fondo B(T) de una curva de fusion experimental. Esto se puede realizar
utilizando los valores de temperatura de fondo identificados en el procedimiento 2000 (por ejemplo, los valores de
temperatura que acotan las regiones de fusion de amplicon y de sonda). Los valores de temperatura identificados de
este modo se pueden utilizar para modelar una sefial de fondo exponencial segun las ecuaciones 2-5. El modelo del
fondo exponencial se puede sustraer de la curva de fusion experimental F(T) segun la ecuacion 6.

La figura 21C ilustra otro ejemplo de un proceso para identificar una region de sonda de cursor. La funcién de
desviacion 2160 puede corresponder a una curva de fusion de proteinas. La funcion de desviacion 2160 a modo de
ejemplo incluye una desviacion de linea de base 2165, una regién de fusion y una region de fondo (representada como
una region de sonda de cursor 2175). La region de fusion de la funcién de desviacion 2160 puede incluir mdltiples
patrones de fusion, cada uno correspondiente a una proteina diferente. Sin embargo, en la regién de la sonda del
cursor 2175 (fuera de la region o las regiones de fusion), las curvas de fusion de proteinas diferentes son similares.
Esto permite utilizar una region de fondo (region de sonda de cursor 2175) con multiples curvas. Dado que el andlisis
de fusion compara miltiples curvas, a menudo puede ser ventajoso utilizar una region agregada (por ejemplo, la region
2175) en lugar de regiones individuales para cada curva.

La region de sonda de cursor 2175 se puede identificar seleccionando una temperatura de cursor de fondo T¢ 2174
(tal como en la etapa 2040 de la figura 20). La temperatura de cursor de fondo Tc 2174 se puede identificar como la
temperatura mas alta junto con la funcion de desviacion 2160 (y dentro del intervalo de temperatura [Tmin, Tmax] O [Tmin,
Tmax — W]) que es mayor y/o igual a un umbral de desviacion 2164. El umbral de desviacion se puede definir como una
proporcion de un valor maximo méxe 2162 (o un diferencial entre el valor maximo méxe 2162 y una desviacion de linea
de base 2165) y una constante (por ejemplo, e). Ver las ecuaciones 22 y 23 anteriores. Tal como se ilustra en la figura
21C, la region de sonda de cursor 2175 se puede definir como que comprende temperaturas que son mayores y/o
iguales que la temperatura de cursor de fondo Tc 2174.

Tal como se tratd anteriormente, el valor del umbral de desviacion 2164 se puede determinar previamente (una
constante) y/o se puede utilizar un valor maximo méaxe 2162 de una funcién de desviacién E(T). De manera alternativa
0 adicional, el umbral 2164 se puede calcular promediando las funciones de desviacion E(T) de una pluralidad de
curvas de fusion experimentales. El célculo del promedio y/o la proporcién puede comprender un rechazo atipico y/u
otras técnicas estadisticas (por ejemplo, la identificacién de muestras negativas, tratada anteriormente). Por ejemplo,
se puede calcular una media p y una desviacion estandar o de la funcién de desviacion E(T) del conjunto de curvas
de fusién. Las curvas que difieren del grupo en méas de una cantidad particular (por ejemplo, dos (2) desviaciones
estadndar o) se pueden extraer del andlisis. Las curvas de fusion restantes F(T) se pueden utilizar para calcular un
“promedio maximo”, que puede formar la base del umbral 2164 (por ejemplo, tal como 1/e, 1/3 o alguna otra
proporcion).

Las regiones de temperatura de fondo (regiones de sonda de cursor) identificadas en los procedimientos 1800 y/o
2000 y/o utilizando las figuras 21A-21C se pueden utilizar para automatizar un proceso de correccion de fondo. La
figura 22 es un diagrama de flujo de un procedimiento 2200 para automatizar la sustraccién de fondo exponencial
utilizando andlisis de desviacion.

En las etapas 2210-2230, se puede inicializar el procedimiento 2200, acceder a los datos de la curva de fusion y
generar una funcion de desviacion E(T) a partir de los mismos, tal como se describié anteriormente.

En la etapa 2240, se pueden identificar regiones de temperatura de fondo dentro de los datos de la curva de fusion.
Las regiones de temperatura de fondo se pueden identificar utilizando el procedimiento 1800 de la figura 18
(comparando la funcién de desviacién E(T) con uno o mas valores umbral). De manera alternativa o adicional, las
regiones de fondo se pueden identificar segin el procedimiento 2000 (por ejemplo, utilizando un valor maximo
escalado de la funcion de desviacién E(T)).

En la etapa 2250, se puede acceder a una funcién objetivo (®). La funcién objetivo ® puede definir la conveniencia de
una solucién particular a un problema de optimizacién, tal como, en el caso del procedimiento 2200, la ubicacién de
las ubicaciones del cursor utilizadas para modelar la fluorescencia de fondo exponencial B(T) en una curva de fusion
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experimental F(T). En algunas realizaciones, la funcién objetivo ® a la que se accede en la etapa 2250 puede ser de
la siguiente forma:

min
(T, T, | F(T Ec. 24
TL,TREER (I. R| ()) C

En la ecuacion 24, Ty Tr representan las ubicaciones del cursor de normalizacion (temperaturas que acotan la regién
de fusion de la curva) a lo largo del eje de temperatura. La funcion objetivo de la ecuacion 24 puede estar sujeta a
ciertas condiciones. Por ejemplo, el espacio de blsqueda para las ubicaciones del cursor de normalizacién TLy Tr se
puede limitar a las regiones de temperatura identificadas en la etapa 2240.

La funcién objetivo ® se puede configurar para minimizar el error entre la curva de fusiéon experimental F(T) y una
curva de fusién ideal. La figura 23A representa un ejemplo de una curva de fusion “ideal” y una parte de una curva de
fusién experimental normalizada F(T). Tal como se muestra en la figura 23A, las dos curvas 2310 y 2312 comprenden
una region de fondo bajo 2326, una region de fondo alto 2328 y una region de fusién 2325. En la curva de fusion ideal
2310, la region de fusion 2325 se modela como una funcién suave, no creciente de forma monotonica. Las curvas de
fusién ideal y experimental F(T) 2310 y 2312 son similares en las regiones de fondo 2326 y 2328, pero muestran
desviacion en la region de fusién 2325. Por consiguiente, la desviacion entre las curvas ideal 2310 y experimental
2312 se puede utilizar para distinguir las regiones de fondo 2326 y 2328 de la regién de fusion 2325 (por ejemplo,
comparando la tasa de disminucion exponencial de la curva ideal 2310 y la curva experimental F(T) 2312 (por ejemplo,
tal como se describio anteriormente junto con los procedimientos 1800 y 2000).

Las curvas 2310 y 2312 divergen dentro de la regién 2320, que se muestra en una vista ampliada en la figura 23B. El
area 2322 muestra una diferencia total (integrada sobre la temperatura T) entre la curva de fusién ideal 2310 y la curva
de fusion normalizada 2312. La temperatura en la que la curva de fusidon normalizada F(T) 2312 cruza el punto medio
de fluorescencia (0,5 de fluorescencia normalizada) se puede definir como T2 2324.

Aunque las figuras 23A y 23B representan curvas de fusion ideales y experimentales 2310 y 2312 que comprenden
una Unica region de fusion 2325, la presente divulgaciéon no esta limitada a este respecto. Tal como podria apreciar
un experto en la materia, las ensefianzas de la presente divulgacion se podrian aplicar a curvas de fusibn mas
complejas que comprenden cualquier nimero de regiones de fusion (y las regiones de fondo correspondientes).

En algunas realizaciones, la funcidn objetivo @ a la que se accede en la etapa 2250 se puede configurar para minimizar
el error que se produce antes del punto T122324 a uno (1), y el error que se produce después del punto T122324 a
cero (0). Ademas, la funcién objetivo ® se puede configurar para hacer que la curva de fusion experimental F(T) se
ajuste a una funcion exponencial decreciente de forma monoténica dentro de la regién de transicion de fusién (por
ejemplo, la regiéon 2325 de la figura 23).

Volviendo a la referencia de la figura 22, la funcion objetivo @ a la que se accede en la etapa 2250 se puede configurar
para buscar ubicaciones de cursor de temperatura sélo dentro de las regiones de temperatura identificadas como
“fondo”. La funcién objetivo @ se puede escribir de nuevo para incluir restricciones dentro de las regiones de fondo
bajo y alto:

min T €71 .;
O, T,|F(T)) | - =Y Ec. 25
SN A ARLCTE Rl

Tal como se tratd anteriormente, la funcidon objetivo ® se puede configurar para minimizar el error que se produce
antes de la transicion de fusion (por ejemplo, antes del punto Ti2 2324 de la figura 23) a uno (1), y para minimizar el
error que se produce después de la transicion de fusion a cero (0). La funcion objetivo de la ecuacion 26, a
continuacion, esta configurada de esta manera:

O(T,,T, | F(T)) = Tﬂf(r) 1 oT + T‘F(T)_Llé]’ Ec. 26

Tal como se utiliza en la ecuacion 26, el operador [o(T)]o,[a(T)]o (por ejemplo, aplicado a F(T)) tiene las siguientes
caracteristicas:
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ja(T)>0—>a(T)
[« = a(T)<0 >0 e o7
(M) <0—>a(T) '
e, = a(T)=0—>0

En la etapa 2260, el procedimiento 2200 puede utilizar la funcién objetivo @ para identificar los valores 6ptimos del
cursor de normalizacion. La identificacién de la etapa 2260 puede comprender evaluar la funcién objetivo @ a diversos
valores de temperatura dentro de las regiones de temperatura Toaja Y Tata. En algunas realizaciones, las regiones se
pueden cuantificar en un nimero predeterminado de valores (por ejemplo, 30 valores de temperatura discretos dentro
de cada region). Las temperaturas T y Tr que minimizan la funcion objetivo ® se pueden identificar como ubicaciones
Optimas del cursor. La identificacion de la etapa 2260 puede incluir cualquier técnica de optimizacion conocida en la
técnica, incluyendo la deteccion de minimos locales, el descenso mas pronunciado, el descenso por gradiente, y
similares.

En la etapa 2270, la curva de fusion experimental F(T) se puede procesar para eliminar su componente de
fluorescencia de fondo B(T). Ver las ecuaciones 1-6 tratadas anteriormente. La eliminacion de la etapa 2270 puede
comprender modelar la fluorescencia de fondo utilizando los valores 6ptimos de temperatura T. y Tr. El modelo se
puede sustraer de los datos de la curva de fusion segun la ecuacion 6 tratada anteriormente.

En la etapa 2280, los datos de la curva de fusion “verdadera” M(T) pueden estar disponibles, lo que, tal como se tratd
anteriormente, puede comprender proporcionar la visualizacién de los datos corregidos, almacenar los datos en un
medio de almacenamiento legible por ordenador, transmitir los datos a otro procesador y/o sistema, o similares.

La figura 24 es otra realizacion de un procedimiento 2400 para automatizar la compensacion de fluorescencia de
fondo. El procedimiento 2400 puede incluir retroalimentacion y etapas de evaluacion para permitir la mejora de los
resultados de sustraccion de fondo.

Las etapas 2410-2470 se pueden implementar de manera similar a las etapas 2210-2270 descritas anteriormente junto
con el procedimiento 2200.

En la etapa 2472, los datos de curva de fusién procesados y/o normalizados M(T) se pueden utilizar para andlisis
adicionales, por ejemplo, se pueden mostrar dentro de un HMI o utilizar en una operacion de genotipado, una operacion
de cribado, un proceso de agrupacion, un proceso de aglomeracion, o similares.

La calidad de los resultados del andlisis realizado en la etapa 2472 puede ser cuantificable. Por ejemplo, si el andlisis
de la etapa 2472 comprende una operacion de agrupacion o aglomeracion, la separacion entre grupos/aglomerados
se puede evaluar para determinar una “calidad” de la operacién. Por lo tanto, en la etapa 2480, se puede calcular una
métrica de calidad. La métrica de calidad se puede utilizar para cuantificar la calidad de la eliminacion de fondo de la
etapa 2460 (por ejemplo, cuantificar la calidad de los cursores “Optimos” TL y Tr).

La ecuacién 28 ilustra una forma de cuantificar la calidad de una operacion de agrupacion y/o aglomeracion:

_ |N1 (T)*JUQ(T)| Ec. 28
N () +aX(T)

Tal como se muestra en la ecuacion 28, la métrica de calidad y es una funcién de la temperatura. La ecuacion 28
cuantifica la calidad de dos grupos/aglomerados en funcion de la separacion entre grupos y la cohesién dentro de los
grupos (los grupos se identifican en la ecuacién 28 como grupo uno (1) y dos (2)). La calidad de un grupo/aglomerado
esta determinada por la separacion de los valores medios del grupo, asi como por la suma de las varianzas individuales
del grupo. Una métrica de calidad y baja es el resultado de una desviacién alta dentro de los grupos uno (1) y dos (2)
y/o una pequefia separacion entre las medias del grupo. De manera alternativa, se obtiene una métrica calidad y

2 2
“buena” si los grupos estan estrechamente agrupados (los valores de o l(T)y o, (T)
estan ampliamente separados (la diferencia entre pa (T) — p2 (T) es grande).

y(T)

son pequefios) y/o los grupos

Aungue en el presente documento se trata un ejemplo de una métrica de calidad, un experto en la materia reconoceria
que cualquier métrica de calidad (dependiente de cualquier conjunto de factores relacionados con el andlisis de la
etapa 2472) se podria utilizar segun las ensefianzas de la presente divulgacion.

En la etapa 2482, se puede evaluar la métrica de calidad calculada en la etapa 2480. La evaluacién puede determinar
si se debe realizar una mejora adicional en los datos de la curva de fusion (por ejemplo, modificando las ubicaciones
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del cursor de eliminacion de fondo en la etapa 2484). Por lo tanto, la etapa 2482 puede comprender comparar la
métrica de calidad con uno o mas umbrales. De manera alternativa o adicional, la determinacion de la etapa 2482
puede comprender comparar una métrica de calidad actual con una métrica de calidad obtenida en una o mas
iteraciones previas de las etapas 2460-2480. Si la métrica muestra una mejora constante (por ejemplo, esta siguiendo
un gradiente de mejora), se puede determinar que puede ser deseable la mejora continua, mientras que si la métrica
de calidad disminuye (por ejemplo, para un nimero predeterminado de iteraciones), puede ser poco probable que la
mejora continua produzca una mejora. De manera adicional, la determinacién puede incluir la evaluaciéon de un
contador de iteracién maximo u otro limite de procesamiento. Si se determina que se va a realizar una mejora adicional
de las ubicaciones del cursor, el flujo puede continuar en la etapa 2484; de lo contrario, el flujo puede continuar en la
etapa 2490.

En la etapa 2484, las ubicaciones del cursor de normalizacion se pueden mejorar. La mejora aplicada en la etapa 2484
puede ser especifica de la aplicacion (por ejemplo, definida por el andlisis realizado en la etapa 2472). De manera
alternativa o adicional, la mejora puede comprender realizar uno o méas desplazamientos predeterminados y/o
seleccionables por el usuario en las ubicaciones de cursor. En algunas realizaciones, la métrica de calidad calculada
en la etapa 2480 puede determinar la mejora. De manera alternativa o adicional, las mejoras en las ubicaciones de
cursor TLy Tr se pueden realizar segin un patrén predeterminado y/o pueden comprender un componente aleatorio.
La mejora de la etapa 2484 puede comprender, ademas, evaluar la funcion objetivo @ utilizando las ubicaciones de
cursor mejoradas. Si un cambio diera como resultado un mal resultado de la funcién objetivo @, el cambio se puede
descartar a favor de otro cambio que produzca un mejor resultado. Después de mejorar las ubicaciones del cursor, se
puede realizar la eliminacion del fondo, el andlisis, el calculo de métrica de calidad y la evaluacion de las etapas 2460-
2482.

En la etapa 2490, pueden estar disponibles los resultados del andlisis y/o los datos procesados de la curva de fusion.
Tal como se tratd anteriormente, hacer que los datos estén disponibles puede comprender mostrar los datos en una
HMI, almacenar los datos en un medio de almacenamiento legible por ordenador, transmitir los datos a otro proceso
y/o sistema, o similares.

Se ha descubierto que las graficas de desviacion de las transiciones de fusion a baja temperatura o las transiciones
en un amplio intervalo de temperatura son a menudo mas faciles de agrupar de forma automatica correctamente que
otros tipos de graficos. Por ejemplo, la variante de base Unica humana rs# 729172, una transversion A>C, se amplificé
y se someti6 a genotipado utilizando cebadores Snapback. Los cebadores Snapback son el tema de la Patente PCT
W02008/109823, que se incorpora como referencia en su totalidad. Informacién adicional sobre los cebadores
Snapback esta disponible en Zhou L. et al., Snapback Primer Genotyping with Saturating DNA Dye and Melting
Analysis, 54 (10) Clin. Chem 1648-56 (octubre de 2008).

En un ejemplo, se agruparon correctamente diferentes genotipos después del analisis de desviacion, pero no después
de la sustraccion de fondo exponencial. Se utilizaron los siguientes cebadores para amplificar un producto de 162 pb
del ADN genémico humano:

ATGGCAAGCTTGGAATTAGC; (Seq. ID No. 6) y
ggTCTGCAGACCGAATGTATGCCTAAGCCAGCGTGTTAGA (Seg. ID No. 7)

Las bases subrayadas en las secuencias 6 y 7 anteriores son homologas a la diana de ADN humano, las bases en
mayusculas que no estan subrayadas constituyen el elemento de sonda del cebador Snapback, la base en negrita
esta en la posicion de la variante de base Unica y las bases en mindsculas son un saliente de dos (2) bases mal
emparejadas a la diana. La PCR se realizé en volimenes de reaccion de 10 pl en un instrumento LC480 en tiempo
real (disponible de Roche Applied Science) en presencia de cebador limitante 0,5 uM, cebador Snapback 0,05 uM,
MgClz 3 mM, Tris 50 mM, pH 8,3, 500 pg/ml de BSA, 1X LCGreen Plus, 200 uM de cada dNTP y 5 ng/ul de ADN
gendémico humano con 0,04 U/ul de KlenTaq 1 polimerasa (péptidos AB). La mezcla de reaccién se calenté a 95 °C
durante 2 minutos y, a continuacion, se sometio a un ciclo durante 50 ciclos entre 95 °C a 4,4 °C/s con una retencién
de 10 segundos, 58 °C a 2,2 °C/s con una retencion de 10 sy 76 °C a 4,4 °C/s con una retencién de 15 s . Esto fue
seguido por un protocolo de fusion de calentamiento a 95 °C a 4,4 °C/s con una retencién de 10 segundos, enfriamiento
a 42 °C a 2,2 °C/s con una retencion de 1 segundo y calentamiento a 98 °C a 0,1 °C/s con monitorizacién de
fluorescencia a 10 adquisiciones/°C.

El intervalo de temperatura de la transicion de fusién de la sonda Snapback se identific6 manualmente mediante la
inspeccion de las curvas de fusion y se procesé de dos (2) formas. La figura 25 representa graficos de desviacion
agrupados de forma automatica por procedimientos jerarquicos imparciales descritos en la Patente PCT
W0O2007/035806.

Aungue no se utiliza en este ejemplo, los resultados de agrupamiento representados en la figura 25 se podrian utilizar
para mejorar la sustraccion de fondo y/o la identificacién de la regidon de temperatura utilizando técnicas de evaluacion
de calidad y retroalimentacion. Un ejemplo de un procedimiento para mejorar el andlisis de la curva de fusion utilizando
tales técnicas se describe anteriormente junto con la figura 24. Ver las etapas 2470-2482 de la figura 29; ver también
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la ecuacion 20. Por ejemplo, la métrica de calidad de la ecuacion 28 se podria adaptar para cuantificar la cohesion
dentro los grupos representados en la figura 25 y la separacion entre los mismos. La métrica de calidad se podria
evaluar para determinar si las regiones de temperatura (utilizadas para la sustraccion de fondo y/o la identificacion de
la region de temperatura) se deben mejorar para obtener mejores resultados (segun lo cuantificado por la métrica de
calidad).

La agrupacion separa correctamente los diferentes genotipos, revelando los homocigotos y heterocigotos esperados
con Tf a aproximadamente 66 y 74 °C, e identificando un heterocigoto inesperado a una Tf diferente de 68 °C. Por el
contrario, si los mismos datos son procesados Unicamente por la sustraccion de fondo exponencial y se visualizan
como un gréafico derivado, la agrupaciéon automatica mediante exactamente los mismos procedimientos no logra
distinguir los heterocigotos esperados (figura 26). EI homocigoto de baja temperatura y el heterocigoto se agrupan
juntos, lo que conduce a un genotipo incorrecto. Supuestamente, esto se debe en parte a una mayor dispersion de las
curvas dentro de un genotipo.

El analisis de desviacion se puede utilizar para identificar muestras negativas (tal como se describié anteriormente,
junto con los procedimientos 1600 y 1700). Ademas, el andlisis de desviacion se puede utilizar para determinar
automéaticamente una region de andlisis de sonda para agrupamiento y genotipado. Por ejemplo, los procedimientos
1800 y 2000 identifican automaticamente una region o regiones de fusion dentro de los datos de la curva de fusion
mediante el analisis de desviacion.

En un ejemplo, una variante de base Unica F5 Leiden se sometio a genotipado mediante PCR y analisis de fusion
utilizando sondas sin marcar, después de los procedimientos descritos en Zhou L. et al., CT. High-resolution DNA
Melting Analysis for Simultaneous Mutation Scanning and Genotyping in Solution, 51 (10) Clin. Chem 1770-77 (octubre
de 2005).

Las muestras se colocaron en una placa de 96 pocillos para que las muestras positivas (de los tres genotipos) se
intercalaran con muestras negativas (sin control de plantilla) en un tablero de ajedrez. Después de la PCR y el analisis
de fusion, se accedi6 a las curvas de fusién sin procesar entre 50 y 95 °C. La figura 27 representa gréaficos de las
curvas de fusion no procesadas obtenidas de este modo.

Tal como se muestra en la figura 27, las curvas se segregan en dos grupos, el grupo superior de muestras positivas
incluye transiciones de fusion de sonda y producto de PCR sin marcar, mientras que el grupo inferior de muestras
negativas no muestra ninguna transiciéon de fusion esperada, aunque estd presente una transicion inesperada
alrededor de 75 °C de la amplificacion involuntaria de un producto alternativo. La figura 28 muestra un conjunto de
indicadores de muestra detectados utilizando una técnica de corte de amplitud (mostrada como un corte de linea recta
en la Figura 27). Tal como se muestra en la figura 28, ninguna de las muestras negativas se identifico con precision
utilizando esta técnica.

Se genero la funcién de desviacién E(T) para cada una de las curvas de fusion y se utilizd para excluir automaticamente
las muestras negativas (por ejemplo, muestras de control sin plantilla). Tal como se describié anteriormente junto con
las figuras 16 y 17, la identificacion de muestras negativas se puede utilizar para excluir las curvas de fusiéon que no
producen una sefial que se pueda analizar. En este ejemplo, la identificacion de muestras negativas se realiz6 segin
el procedimiento 1700 de la figura 17 y, como tal, comprendié determinar un minimo mine del valor absoluto de la
funcién de desviacion E(T) sobre el intervalo [Twmin, Twax — W], calculando Em(T) tal como se describié anteriormente
(sustrayendo mine para todos los valores de T ), calcular un valor maximo méaxe y la media o el promedio de Ewm(T),
calcular una proporcién del valor maximo maxe y la media o el promedio, y comparar la proporcion con un umbral que,
en el ejemplo, se establecio en cinco (5).

La figura 29 muestra el conjunto de curvas de fusion de la figura 27, en la que se retiran las muestras negativas. Tal
como se muestra en la figura 29, el conjunto inferior de curvas de fusion (las muestras negativas prominentes en la
parte inferior de la figura 27) ya no se incluyen en el conjunto de curvas de fusion “validas”. La figura 30 muestra un
conjunto de indicadores de muestra que comprende las muestras negativas detectadas utilizando la técnica de analisis
de desviacion descrita anteriormente. En comparacion con la figura 28 (identificacion de muestras negativas utilizando
el corte de amplitud), la figura 30 muestra que la utilizacion del andlisis de desviacion permitié la identificacion con
éxito de muestras negativas, que el procedimiento de corte de amplitud no pudo identificar. El analisis de desviacion
y los procedimientos de corte de amplitud de identificacion de muestras negativas se pueden implementar en paralelo

(por ejemplo, simultaneamente), ya que son andlisis independientes.

Después de la exclusién automatica de datos negativos, la funcion de desviacion se utilizé adicionalmente para
identificar la region de fusién del producto de PCR (amplicdn), la regién de fusion de la sonda y la region completa que
incorpora todas las regiones de fusion. En el ejemplo, y tal como se ha descrito anteriormente, junto con la figura 20,
se identificaron cuatro temperaturas distintas: Te,. < Tepn < TaL < Tan. El par de temperaturas méas bajas agrupa la
region de fusion de la sonda, Te,L < T <Tpn, mientras que el par de temperaturas mas altas agrupa la region de fusion
del amplicon, TaL < T < Tan. En un ejemplo de analisis automatico de la region de fusién completa para el cribado de
mutacion y el genotipado simultaneos, se puede utilizar el par extremo entre estas cuatro temperaturas, es decir, Tp,.L
< T < TaH, por lo que no es necesario calcular temperaturas adicionales.
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Aunque la regién del amplicén se identifica por TaL < T < Tan, €l andlisis se inicié bastante fuera de estos limites
utilizando un tampoén B en cada lado de TaL y Tan. Por lo tanto, la region para el analisis se convierte en TaAL—-B<T
< Tan + B. Ver la etapa 2050 de la figura 20.

Los valores de tamp6n B adecuados se determinaron mediante las caracteristicas del instrumento (ruido, densidad de
datos) y el tamafio minimo de la caracteristica a extraer de los datos, normalmente de aproximadamente 1 °C. Ademas,
algunos procedimientos de analisis (tales como la sustraccion de fondo exponencial) requieren un intervalo de
temperatura en cada lado para el calculo, por lo que se puede incluir un ancho adicional (W) fuera de cada zona de
tampon para definir estos intervalos. Ver la etapa 2050 de la figura 20.

Se entiende que cada uno de los cuatro valores B y W pueden ser iguales o diferentes. Cuando se analizan multiples
curvas de fusion a la vez, se pueden utilizar los intervalos promedio 0 mas externo.

Después de identificar el fondo del amplicon y las regiones de fusion, se determina un intervalo de temperatura que
comprende la region de fusion de la sonda. Tal como se tratd anteriormente, la regién de temperatura comprende
[Tmin, TaL— (B + W)] debajo de la region del amplicdn. Ver la etapa 2060 de la figura 20. Dentro de esta region de
temperatura, se identifica el valor minimo mingz2 de |E(T)| sobre el intervalo [Twuin, TaL— (B + W)], y se construye una
funcion Ewmz(T) sobre el intervalo [Twin, TaL— (B + W)], (Emz (T) = |E(T)| — minp). Ver la etapa 2062 de la figura 20. Se
determina un valor maximo maxez de Emz(T). Ver la etapa 2064 de la figura 20.

La regiéon de temperatura de la sonda identificada anteriormente se evalué para determinar si existia una region de
fusién de la sonda (por ejemplo, utilizando una identificacion de muestras negativas, tal como se describe en los
procedimientos 1600 y 1700 de las figuras 16 y 17). En este ejemplo, si una proporcion de la sonda respecto a los
picos de amplicon en los gréaficos de desviacidn respectivos es menor que aproximadamente 0,02 (si maxez < maxe/e®),
se determina que no hay fusion de la sonda detectable automaticamente en los datos. Se entiende que se podrian
elegir valores distintos de 0,02, dependiendo de la resolucion del instrumento utilizado para adquirir los datos de la
curva de fusion.

Los valores de temperatura de la sonda (Te,Ly Tr,H) Se identificaron segln el procedimiento 1700 de la figura 17. Por
lo tanto, la identificacién de las temperaturas (TeLy TeH) comprendid: si maxez2 excede el umbral anterior (maxe/e®),
TeLes la T méas pequeda en [Twuin, TaL- (B + W)] para el cual Em2(T) > maxez2/e. TpHes la T mas grande en [Twmin, TaL
- (B + W)] para el cual Em2(T) < maxez/e. Ver la etapa 2070 de la figura 20. Por lo tanto, fuera de Tp,L< T < Tpn, €l
valor de Em2(T)> méxez/e, y este es el subintervalo mas pequefio de [Tmin, TaL— (B + W)] en el que se mantiene esta
afirmacion.

Los intervalos de tampon (B) y ancho (W) se utilizaron para expandir la region de la sonda Tp,,.< T<Tepra TpL—B <
T<Teu+BoTeL- (B+W)<T<TpL(B+ W) para el andlisis de sonda, similar al analisis de amplicon. Ver la etapa
2080 de la figura 20.

La figura 31 muestra los resultados del andlisis de la sonda F5 después de la exclusién automética de controles sin
plantilla, la identificacion automatica de las regiones de amplicon y de sonda, la normalizacion de los datos de
desviacion de la region de la sonda para que las muestras variaran desde uno (1) hasta cero (0) en los graficos de
desviacion integrados, agrupando las curvas para el genotipado automatico y trazando los datos de la sonda como un
diagrama de desviacion integrado (como un porcentaje de la desviacion acumulativa). El mapa de placas en la figura
32 muestra el patrén correcto de genotipo y muestras de control negativo (muestras negativas identificadas utilizando
las técnicas de andlisis de desviacién descritas anteriormente).

La figura 33 es un diagrama de blogques de un sistema 3300 para analizar datos de curva de fusion. El sistema incluye
un dispositivo informético 3310, que puede comprender uno o0 mas procesadores (no mostrados), memorias (no
mostradas), medios legibles por ordenador 3312, uno o mas dispositivos HMI 3314 (por ejemplo, dispositivos de
entrada-salida, pantallas, impresoras, y similares), una o0 mas interfaces de comunicaciones 3316 (por ejemplo,
interfaces de red, interfaces Universal Serial Bus (USB), etc.), y similares. De manera alternativa o adicional, el sistema
3300 puede comprender una pluralidad de dispositivos informéaticos 3310 en un grupo local y/o distribuido (no
mostrado).

El dispositivo informatico 3310 puede estar acoplado de forma comunicativa a una fuente de datos de curva de fusion
3320, que puede comprender un instrumento generador de curva de fusion (por ejemplo, un dispositivo LightCycler®
disponible de Roche Diagnostics, GmbH, un instrumento de fusién de alta resolucion HR-1™, o similares). De manera
alternativa o adicional, la fuente de datos 3320 puede comprender un medio legible por ordenador que comprende
datos de curva de fusion.

El dispositivo informatico 3310 se puede configurar para cargar codigo de programa legible por ordenador desde el
medio legible por ordenador 3312. El cddigo de programa puede comprender instrucciones ejecutables por el
procesador o interpretables por el procesador que implementan uno o mas de los sistemas y procedimientos descritos
en el presente documento (por ejemplo, procedimientos 300, 1600, 1700, 2000, 2200, 2400, etc.) o variantes de los
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mismos. Las instrucciones se pueden incorporar como uno o mas modulos de software distintos en los medios legibles
por ordenador 3312. Los moédulos pueden comprender un moédulo de adquisiciéon de datos 3332 configurado para
acceder a datos de curva de fusion desde una fuente de datos 3320, un médulo de modelado 3334 configurado para
acceder a un modelo de fluorescencia de fondo, un médulo de analisis 3336 configurado para realizar analisis de
desviacion en datos de curva de fusién (por ejemplo, generar una funciéon de desviaciéon segun, entre otros, el
procedimiento 300 de la figura 3), un médulo de procesamiento 3338 configurado para proporcionar visualizacién (a
través de una HMI 3314) y/o procesamiento adicional de los datos de la curva de fusion utilizando las técnicas de
analisis de desviacion descritas anteriormente (por ejemplo, la identificacién automatizada de muestras negativas, la
sustraccion de fondo exponencial, la identificacion de la regiéon de fusion, el agrupamiento, y similares), y un médulo
de control 3339 configurado para proporcionar el control del sistema 3300 por un usuario humano (no mostrado) y/o
por uno 0 mas procesos externos (no mostrados), tales como otro dispositivo o agente informatico (no mostrado).

El médulo de control 3339 puede permitir dirigir al sistema 3300 para que adquiera los datos de la curva de fusién y/o
acceda a los mismos, para realizar analisis de desviacion en los datos de la curva de fusién y/o para visualizar los
datos analizados, tal como se describié anteriormente. Por ejemplo, el médulo de control 3339 puede proporcionar la
visualizacion de datos de curva de fusion, resultados de agrupamiento, resultados de genotipado, resultados de
cribado, o similares, en la HMI 3314. Por lo tanto, el médulo de control 3339 puede comprender una interfaz de usuario
(no mostrada) configurada para mostrar los controles de la interfaz de usuario y/o aceptar la entrada del usuario desde
la HMI 3314. Ademas, el modulo de control 3339 se puede configurar para aceptar comandos y/o instrucciones a
través de una o més de las interfaces de comunicaciones 3316 (por ejemplo, desde un dispositivo informético remoto,
agente, o similar). El médulo de control 3339 puede proporcionar la aceptacién de comandos de programacion de un
usuario y/o un proceso externo para realizar la identificacion automética de muestras negativas, la identificacion de
regiones de fusion, la sustraccion del fondo, la visualizacion, la agrupacién y otros procesos. El médulo de control
3339 se puede configurarse, ademas, para almacenar los resultados del procesamiento del analisis de desviacion en
los medios legibles por ordenador 3312 y/o transmitir los resultados en una o mas de las interfaces de comunicaciones
3316.

En algunas realizaciones, el sistema 3300 se puede configurar para realizar de forma auténoma procesos de
genotipado y/o cribado utilizando las técnicas de andlisis de desviacion descritas en el presente documento (por
ejemplo, procedimientos 300, 1600, 1700, 2000, 2200, 2400 o variantes de los mismos). Tal como se traté
anteriormente, las técnicas de analisis de desviacion descritas en el presente documento no se limitan a ningun
conjunto particular de aplicaciones de andlisis de curva de fusién, y el sistema 3300 se podria configurar para
implementar cualquier nimero de aplicaciones de analisis de curva de fusion utilizando las técnicas de andlisis de
desviacion descritas en este documento. Por consiguiente, ni la presente divulgacion ni el sistema 3300 se deben
interpretar como limitados a ninguin conjunto particular de aplicaciones de analisis de desviacion de curva de fusion.

La descripcidbn anterior proporciona numerosos detalles especificos para una comprensién profunda de las
realizaciones descritas en el presente documento. Sin embargo, los expertos en la materia reconoceran que se pueden
omitir uno o mas de los detalles especificos, 0 se pueden utilizar otros procedimientos, componentes o materiales. En
algunos casos, las operaciones no se muestran o describen en detalle.

Ademas, las caracteristicas, operaciones o rasgos descritos se pueden combinar de cualquier manera adecuada en
una 0 mas realizaciones. También se entendera facilmente que el orden de las etapas o acciones de los
procedimientos descritos en relacion con las realizaciones descritas se puede cambiar tal como seria evidente para
los expertos en la materia. De este modo, cualquier orden en los dibujos o la descripcién detallada es solo para fines
ilustrativos y no implica un orden requerido, a menos que se especifique que requiere un orden.

Las realizaciones pueden incluir varias etapas, que se pueden incorporar en instrucciones ejecutables por maquina
para ser ejecutadas por un ordenador universal o especializado (u otro dispositivo electrénico). Las instrucciones
ejecutables por maquina se pueden realizar en un medio de almacenamiento legible por ordenador. En algunas
realizaciones, las instrucciones se pueden realizar como uno 0 mas moédulos de software distintos. De manera
alternativa, una o mas de las etapas se pueden realizar por componentes de hardware que incluyen légica especifica
para realizar las etapas, o por una combinacion de hardware, software y/o firmware.

Las realizaciones se pueden proporcionar también como un producto de programa de ordenador que incluye un medio
legible por ordenador que tiene instrucciones almacenadas al respecto que se pueden utilizar para programar un
ordenador (u otro dispositivo electronico) para realizar los procesos descritos en el presente documento. El medio
legible por ordenador puede incluir, entre otros, discos duros, disquetes, discos 6pticos, CD-ROM, DVD-ROM, ROM,
RAM, EPROM, EEPROM, tarjetas magnéticas u opticas, dispositivos de memoria de estado solido, u otros tipos de
medios/medios legibles por maquina adecuados para almacenar instrucciones electronicas.

Tal como se utiliza en el presente documento, un médulo o componente de software puede incluir cualquier tipo de
instruccién de ordenador o codigo ejecutable por ordenador ubicado dentro de un dispositivo de memoria y/o medio
de almacenamiento legible por ordenador. Un médulo de software puede, por ejemplo, comprender uno o mas bloques
fisicos o légicos de instrucciones de ordenador, que se pueden organizar como una rutina, un programa, un objeto, un
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componente, una estructura de datos, etc., que realizan una o mas tareas o implementan tipos de datos abstractos
particulares.

En determinadas realizaciones, un médulo de software particular puede comprender instrucciones dispares
almacenadas en diferentes ubicaciones de un dispositivo de memoria, que juntas implementan la funcionalidad
descrita del médulo. EI médulo puede estar incorporado en un medio de almacenamiento legible por ordenador y/o
como un médulo distinto en el medio de almacenamiento. Un médulo puede comprender una sola instrucciéon o muchas
instrucciones, y se puede distribuir sobre varios segmentos de cédigo diferentes, entre diferentes programas y/o a
través de varios dispositivos de memoria. Algunas realizaciones se pueden practicar en un entorno informatico
distribuido donde las tareas se realizan mediante un dispositivo de procesamiento remoto vinculado a través de una
red de comunicaciones. En un entorno informatico distribuido, los médulos de software se pueden ubicar en
dispositivos de almacenamiento de memoria locales y/o remotos. Ademas, los datos que se vinculan o procesan juntos
en un registro de base de datos pueden residir en el mismo dispositivo de memoria, 0 en varios dispositivos de
memoria, y se pueden vincular entre si en los campos de un registro en una base de datos a través de una red.

Los expertos en la materia entenderan que se pueden hacer muchos cambios en los detalles de las realizaciones
descritas anteriormente sin apartarse de los principios subyacentes de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento implementado por ordenador para calcular una desviacion entre los datos de curva de fusion
experimental y la sefial de radiacion electroéptica, EO, de fondo, para proporcionar un analisis de curva de fusién de
un compuesto, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

acceder a los datos de la curva experimental de una memoria, comprendiendo los datos de la curva de fusion
experimental una pluralidad de mediciones de radiacién electrodptica, EO, que corresponden a temperaturas
respectivas que se extienden en un intervalo de temperaturas, comprendiendo las mediciones obtenidas mediante la
fusion de un compuesto un colorante de fluorescencia, en el que los datos de la curva de fusidon experimental
comprenden una sefial de radiacién EO de fondo;

acceder a un modelo matematico de la sefial de radiacién EO de fondo de una memoria;

calcular una funcién de desviacién para los datos de curva de fusién experimental utilizando un dispositivo informatico,
en el que el calculo de la funcion de desviacion comprende el calculo de parametros de ajuste de funcion que ajustan
el modelo matematico de la sefial de radiacion EO de fondo a los datos de curva de fusion experimental a temperaturas
respectivas que se extienden en un intervalo de temperaturas, de tal modo que la funcion de desviacién cuantifica una
desviacion entre los datos de la curva de fusion experimental y el modelo matematico de la sefial de radiacion EO de
fondo como una funcion de la temperatura; y

determinar una temperatura correspondiente a una transicion dentro de los datos de curva de fusién experimental
utilizando un dispositivo informético, comprendiendo la determinacion la identificacién de una o0 méas de una transicion
de fundido y una transicién de desplegamiento dentro de la funcion de desviacion.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que los datos de curva de fusién experimental se obtienen mediante
uno de la aplicacién de un gradiente de energia al compuesto que comprende un colorante que tiene fluorescencia y
el aumento de una concentracion iénica del compuesto, y en el que el modelo matematico de la sefial de radiaciéon EO
de fondo comprende uno del grupo que consiste en una funcién de disminucién exponencial y una funcién cuadratica.

3. Procedimiento, segun la reivindicacién 1 o 2, en el que el célculo de la funcidn de desviacion comprende:

segmentar los datos de curva de fusion experimental en una pluralidad de ventanas, estando cada ventana definida
dentro de una region de temperaturas de los datos de curva de fusion experimental; y

calcular una pluralidad de pardmetros de ajuste de funcion, estando cada parametro de ajuste de funcion calculado
para ajustar el modelo matematico de la sefial de radiacion EO de fondo a los datos de curva de fusién dentro de una
de las ventanas respectivas.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, en el que el modelo matematico de la sefial de radiacion EO de fondo
) a,-[T—T_;—]fr

dentro de una ventana seleccionada esta en forma de (’fe en la que Ciy ai son parametros de ajuste, T es
temperatura, Ti es un indice de ventana y W es un ancho de una ventana seleccionada.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 o 3, que comprende, ademas, uno o mas de:
determinar si los datos de curva de fusion experimental comprenden una region de transicion de fundido valida,

calculando una proporcién de un valor maximo de la funcion de desviaciéon con respecto a uno de un valor promedio
y un valor medio de la funcion de desviacion, y

determinando que los datos de curva de fusion experimental comprenden una regién de transicion de fundido valida
cuando la proporcién excede un umbral;

presentar la funcién de desviacion a un usuario en un dispositivo de interfaz humano-méaquina; y
calcular una curva de fusion con fondo corregido,

identificando un cursor de eliminacion de fondo alto y un cursor de eliminacion de fondo bajo dentro de una primera
region de temperatura de la funcion de desviacién, y

calculando una curva de fusion con fondo corregido utilizando los cursores de eliminacién de fondo alto y bajo,

en la que cuando el compuesto comprende una muestra de proteina, el calculo de la curva de fusiéon con fondo
corregido comprende, ademas,

acceder a un modelo de una derivada de una sefial de agregacién en los datos de curva de fusion experimental, y
utilizar el modelo de sefial de agregacion para eliminar la sefial de agregacion de la curva de fusiéon con fondo
corregido.

6. Procedimiento, segin la reivindicacion 1 o 3, en el que el compuesto comprende una muestra de acido nucleico,
comprendiendo el procedimiento, ademas:
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identificar un cursor de eliminacién de fondo alto y un cursor de eliminacién de fondo bajo dentro de una primera region
de temperatura de la funcion de desviacién,

identificando una temperatura de fondo alta como la temperatura mas alta dentro de la primera region de temperatura
a la que la funcion de desviacion excede un umbral mas una primera constante de tampén,

identificando una temperatura de fondo baja como la temperatura mas baja dentro de la primera regién de temperatura
a la que la funcién de desviacion excede un umbral menos una segunda constante de tampoén,

definiendo una regioén de sonda alta que comprende temperaturas superiores y/o iguales que la temperatura de fondo
alta y que tiene un ancho predeterminado,

definiendo una regién de sonda baja que comprende temperaturas inferiores y/o iguales que la temperatura de fondo
baja y que tiene un ancho predeterminado, y

seleccionar el cursor de eliminacién de fondo alto de la regién de sonda alta y el cursor de eliminacién de fondo bajo
de la region de sonda baja, y

calcular una curva de fusion con fondo corregido utilizando los cursores de eliminacién de fondo alto y bajo.
7. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 o 3, que comprende, ademas:

comparar una pluralidad de curvas de fusién con fondo corregido entre ellas;

agrupar la pluralidad de curvas de fusién con fondo corregido en dos 0 més grupos basados en la comparacion;
calcular una métrica de calidad de agrupacion sobre una desviacion dentro de los dos 0 més grupos y una desviacion
entre los dos 0 mas grupos; y

determinar si mejorar los cursores de eliminacion de fondo basados en la métrica de calidad de fondo y cuando los
cursores de eliminacién de fondo se van a mejorar,

modificar los cursores de eliminacion de fondo
calcular curvas de fusion con fondo corregido modificadas utilizando los cursores de eliminacion de fondo modificados

calcular de nuevo la métrica de calidad del grupo.

8. Medio legible por ordenador que comprende instrucciones legibles por ordenador configuradas para provocar,
cuando se ejecutan, que un dispositivo informatico realice un procedimiento para el calculo de una desviacion entre
los datos de curva de fusion experimental y la sefial de radiacion electrodptica, EO, de fondo para proporcionar un
andlisis de curva de fusion de un compuesto, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

acceder a los datos de curva de fusién experimental de una memoria, comprendiendo los datos de curva de fusién
experimental una pluralidad de mediciones de radiacién electro6ptica, EO, como funcién de un gradiente de fusién,
comprendiendo las mediciones obtenidas mediante la fusién de un compuesto un colorante que tiene fluorescencia,
en el que los datos de curva de fusion experimental comprenden una sefial de radiacion EO de fondo;

acceder a un modelo matematico de la sefial de radiacién EO de fondo de una memoria;

calcular una funcion de desviacion para los datos de curva de fusidn experimental utilizando un dispositivo informatico,
comprendiendo la funcion de desviacion parametros de ajuste, estando calculados los parametros de ajuste de funcion
para ajustar el modelo matematico de la sefial de radiacion EO de fondo a los datos de la curva de fusion experimental
en ubicaciones respectivas que extienden el gradiente de fusion, de tal manera que la funcion de desviacién cuantifica
una desviacion entre los datos de la curva de fusion experimental y el modelo matematico de la sefial de radiacién EO
de fondo como una funcidn del gradiente de fusién; y

determinar una temperatura de una transicion dentro de los datos de curva de fusion experimental, comprendiendo la
determinacion el andlisis de la funcién de desviacion para identificar una o0 mas de las regiones de transicion de fundido
y una transicion de desplegamiento dentro de la funcion de desviacion.

9. Medio legible por ordenador, segun la reivindicacion 8, en el que el calculo de la funcion de desviacién comprende:

segmentar los datos de la curva de fusion experimental en una pluralidad de ventanas, estando definida cada ventana

dentro de un intervalo de temperatura de los datos de curva experimental; y

calcular una pluralidad de parametros de ajuste de funcién, estando calculado cada parametro de ajuste de funcion

dentro de una de las ventanas respectivas, en el que los pardmetros de ajuste de funcién se calculan para ajustar el

modelo del modelo matematico de la sefial de radiacion EO de fondo a los datos de curva de fusion experimental

dentro de la ventana respectiva,

en el que cuando el compuesto comprende una muestra de acido nucleico, y un parametro de ajuste de funcion de

una ventana seleccionada se calcula mediante el ajuste de los datos de curva experimental al modelo matematico de
. a,[TfT,-lzf)

la sefial de radiaciéon EO de fondo en la forma de Cie en la que Ciy aj son parametros de ajuste, T es

temperatura, Ti es un indice de ventana 'y W es un ancho de una ventana seleccionada.
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10. Aparato para el célculo de una desviacion entre los datos de curva de fusién experimental y la sefial de radiacion
electrodptica, EO, de fondo para proporcionar un analisis de curva de fusiéon de un compuesto, comprendiendo el
procedimiento:

un dispositivo informatico que comprende un procesador y una memoria;

un médulo de adquisicion que se puede hacer funcionar sobre el procesador y configurar para acceder a datos de
curva de fusién experimental de una memoria, comprendiendo los datos de curva de fusion experimental una pluralidad
de mediciones de radiacion electrodptica, EO, obtenida fundiendo un compuesto que comprende un colorante que
tiene fluorescencia, en el que los datos de curva de fusién experimental comprenden una sefial de radiacién EO de
fondo;

un médulo de modelado que se puede hacer funcionar sobre el procesador y configurar para acceder a un modelo
matematico de la sefial de radiacion EO de fondo de una memoria; y

un médulo de procesamiento que se puede hacer funcionar sobre el procesador y configurar para,

segmentar los datos de curva de fusion experimental en una pluralidad de ventanas, estando definida cada ventana
dentro de una regioén de datos de curva de fusién experimental,

construir una funcién de desviacion a partir de parametros de ajuste de funcién que corresponden a las ventanas
respectivas que ajustan el modelo matematico de la sefial de radiacién EO de fondo a los datos de curva de fusiéon
experimental dentro de las ventanas respectivas, y

determinar una temperatura de transicién dentro de los datos de curva de fusién experimental, estando determinada
la temperatura de transicion por la evaluacion de la funcién de desviacion para identificar una o mas de una region de
fusion y una regién de desplegamiento dentro de la funcién de desviacion.

11. Aparato, segun la reivindicacién 10, en el que un ancho de las ventanas se selecciona en base a una de una
resolucion de los datos de curva de fusion experimental, una propiedad de una caracteristica de interés dentro de los
datos de la curva de fusion experimental, y una métrica de rendimiento.

12. Aparato, segun la reivindicacion 10, en el que un pardmetro de ajuste de una de las ventanas seleccionadas se

calcula ajustando los datos de curva de fusion experimental a un modelo de la sefial de radiacion EO de fondo en la
, a,{r—r,%)

forma de Cie en la que Ciy ai son parametros de ajuste, T es temperatura, Ti es un indice de ventanay W

es un ancho de la ventana seleccionada

13. Aparato, segun la reivindicacion 10 o 12, en el que el médulo de procesamiento se configura, ademas, para
determinar si los datos de curva de fusion experimental comprenden una region de transicion de fundido

calculando una proporcion de desviacion para la funcién de desviacion, comprendiendo la proporcion de desviacion
de un valor maximo de la funcion de desviacion con respecto a uno de un valor promedio y un valor medio de la funcién
de desviacion,

determinando que los datos de curva de fusién experimental comprenden una regién de transicion de fundido vélida
cuando la proporcién de desviacion excede un umbral, y

determinando que los datos de curva de fusion experimental no comprenden una region de transicion de fundido valida
cuando la proporcién de desviacién calculada no excede el umbral,

en el que el umbral se calcula utilizando una pluralidad de proporciones de desviacion, estando calculada cada
proporcion de desviacion utilizando una funcion de desviacion respectiva de una pluralidad de funciones de desviacion,
estando calculada cada funcion de desviacion a partir de diferentes datos de curva de fusion experimental respectivos,
y

en el que, como respuesta a la determinacion de que la curva de fusién experimental comprende una region de
transicion de fundido vélida, el mddulo de procesamiento se configura, ademas, para:

identificar un cursor de eliminacion de fondo alto y un cursor de eliminacion de fondo bajo dentro de una primera region
de temperatura de la funcion de desviacion, y
calcular los datos de curva de fusién con fondo corregido utilizando los cursores de eliminacion de fondo alto y bajo.

14. Aparato, segun la reivindicacion 10, en el que el compuesto comprende una muestra de proteina, en el que el
modulo de procesamiento se configura para acceder al modelo de una derivada de una sefial de agregacion en los
datos de curva de fusion experimental, y para utilizar el modelo de sefial de agregacion para eliminar la sefial de
agregacion a partir de la curva de fusién con fondo corregido.

15. Aparato, segun la reivindicacion 13, en el que el médulo de procesamiento esta configurado para,

comparar una pluralidad de curvas de fusién con fondo corregido entre ellas,

agrupar la pluralidad de curvas de fusién con fondo corregido en dos 0 mas grupos en base a las comparaciones,
calcular una métrica de calidad de agrupamiento sobre una desviacion dentro de los dos o mas grupos y una
desviacion entre los dos 0 mas grupos, y

determinar si mejorar los cursores de eliminacion de fondo en base a la métrica de calidad de agrupamiento, y cuando
los cursores de eliminaciéon de fondo se van a mejorar el médulo de procesamiento se configura para,

31
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modificar los cursores de eliminacion de fondo,
calcular curvas de fusion con fondo corregido modificadas utilizando los cursores de eliminacién de fondo modificados,

calcular de nuevo la métrica de calidad del grupo.
16. Aparato, segun la reivindicaciéon 10, en el que el compuesto comprende una muestra de acido nucleico,
comprendiendo el aparato, ademas:

un instrumento configurado para adquirir los datos de curva de fusion experimental, comprendiendo el instrumento un
recipiente para soportar el compuesto.
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