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ES 2 326 050 T3

DESCRIPCION

Motorizacion de la hibridacién durante la PCR.
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a 1a observacion de sefiales de fluorescencia que resultan de la hibrida-
cioén conjuntamente con la reaccién en cadena de la polimerasa. Mas especificamente, la presente invencion se refiere
a la observacion de la hibridacién con fluorescencia durante y/o inmediatamente después de la PCR y la utilizacién de
esta informacién para la identificacidn, la deteccion de alteraciones de secuencias, y la cuantificacion del producto.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es fundamental para la biologia molecular y es la primera técnica
molecular prictica para el laboratorio clinico. A pesar de su utilidad y popularidad, la comprension actual de la PCR
no estd muy avanzada. Las condiciones adecuadas para amplificaciones satisfactorias se deben encontrar mediante
prueba y error y la optimizacién es empirica. Incluso los expertos en la materia necesitan utilizar una técnica potente
sin una teoria explicativa o predictiva del proceso.

La PCR se consigue mediante el ciclado de temperaturas de la muestra, que provoca la desnaturalizacién (separa-
cién) del ADN, la unién (fijacién) de cebadores especificos, y la existencia (extension) de replicacion. Un ciclo de la
PCR se realiza habitualmente entre 2 y 8 minutos, requiriendo de 1 a 4 horas para una amplificaciéon de 30 ciclos. La
respuesta de la temperatura de la muestra en la mayorfa de la instrumentacién para PCR es muy lenta en comparacién
con los tiempos necesarios para la desnaturalizacion, fijacion y extension. Las reacciones fisicas (desnaturalizacion y
fijacién) y enzimaticas (extension) en la PCR tienen lugar muy rdpidamente. Los tiempos de amplificacién para PCR
se pueden reducir desde horas a menos de 15 minutos. En el presente documento se incorpora como referencia en
su totalidad el documento N° de Serie de Estados Unidos 08/537.612, solicitado el 2 de octubre de 1995, que da a
conocer un sistema de ciclado rdpido de este tipo. Las técnicas de ciclado rdpido son posibles mediante la respuesta
rapida de la temperatura y la homogeneidad de temperatura posibles para muestras en contenedores de muestras con
una relacidn de drea superficial-volumen elevada, tales como tubos capilares. Para mayor informacién, véanse tam-
bién: C.T. Wittwer. G.B. Reed, y K.M. Ririe, Rapid cycle DNA amplification (Amplificacién de ADN por ciclado
rdpido), en K.B. Mullis, F. Ferre, y R.A. Gibbs, The polymerase chain reaction (La reaccion en cadena de la polimera-
sa), Birkhauser, Boston, 174-181 (1994). Una mejor homogeneidad de la temperatura permite que los requerimientos
del tiempo y la temperatura de la PCR estén mejor definidos y se entiendan mejor. Una mejor homogeneidad de la
temperatura también incrementa la precision de cualquier técnica analitica utilizada para monitorizar la PCR durante
la amplificacién.

La fluorimetria es una técnica sensible y versatil con muchas aplicaciones en biologia molecular. Durante muchos
afios se ha utilizado bromuro de etidio para monitorizar la distribucién de tamafios de 4cidos nucleicos separados por
electroforesis en gel. El gel se transilumina habitualmente con luz ultravioleta y se observa la fluorescencia roja del
dcido nucleico de doble cadena. Especificamente, el bromuro de etidio se utiliza normalmente para analizar los pro-
ductos de la PCR después de completar la amplificacion. Ademas, la patente EPA 0 640 828 A1 de Higuchi y Watson
da a conocer la utilizacién de bromuro de etidio durante la amplificacién para monitorizar la cantidad de ADN de
doble cadena mediante la medicién de la fluorescencia en cada ciclo. Se observé que la intensidad de la fluorescencia
aumentaba y disminuia inversamente con la temperatura, era maxima a la temperatura de fijacién/extension (50°C),
y minima a la temperatura de desnaturalizacién (94°C). En cada ciclo se obtuvo la médxima fluorescencia como una
medida de la cantidad de ADN. La aplicacién de Higuchi y Watson no ensefia la utilizacién de la fluorescencia para
monitorizar las hibridaciones, ni sugiere la medicién de fluorescencia a diferentes temperaturas para seguir la exten-
sién de la hibridacién. Ademds, Higuchi y Watson no ensefian ni sugieren la utilizacién de la dependencia con la
temperatura de la hibridacién del producto de la PCR para la identificacién o cuantificacién de productos de la PCR.

Sin embargo, la aplicacién de Higuchi y Watson no menciona la utilizacién de otros fluoréforos, que incluyen
sistemas de sondas doblemente marcadas que generan fluorescencia cuando se hidrolizan mediante la actividad de
la 5’-exonucleasa de ciertas polimerasas de ADN, tal como se da a conocer en la Patente de Estados Unidos No.
5.210.015 de Gelfand y otros. La fluorescencia observada a partir de estas sondas depende, principalmente, de la
hidrélisis de la sonda entre sus dos fluoréforos. La cantidad de producto de la PCR se estima mediante la medicién de
la fluorescencia una vez por ciclo. A pesar de que la hibridacién de estas sondas parece que es necesaria para que tenga
lugar la hidrdlisis, la sefial de fluorescencia surge, principalmente, de la hidrélisis de las sondas, sin hibridacion, en la
que una sonda de oligonucleétidos con colorantes fluorescentes en los extremos opuestos del mismo proporciona un
sistema de sondas de inhibicion ttiles para detectar el producto de PCR y la hibridacién de dcido nucleico. K.J. Livak
y otros, 4 PCR Math. Appl. 357-362 (1995). No se sugiere el seguimiento de la dependencia de la temperatura de la
hibridacién de la sonda con fluorescencia para identificar las alteraciones de las secuencias en productos de la PCR.

Se ha explotado en muy diferentes formatos la hibridacién especifica de un 4dcido nucleico a una cadena comple-
mentaria para la identificacién. Por ejemplo, después de la digestién de la enzima de restriccién, el ADN gendémico
se puede fraccionar por tamafio e hibridar a sondas mediante una transferencia de Southern. Como ejemplo adicional,
se pueden detectar mutaciones de bases tnicas mediante “transferencias de puntos” con oligonucleétidos especificos
de alelo. Habitualmente, la hibridacién se realiza durante minutos a horas a una temperatura tnica para conseguir la
discriminacion necesaria. Como alternativa, la extension de la hibridacién se puede monitorizar de forma dindmica
mientras cambia la temperatura mediante técnicas de fluorescencia. Por ejemplo, para monitorizar la hibridacién se
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han utilizado curvas de fusién por fluorescencia. L.E. Morrison y L.M. Stols, Sensitive fluorescence-based thermody-
namic and kinetic measurements of DNA hybridization in solution (Mediciones cinéticas y termodindmicas basadas
en la sensibilidad a la fluorescencia de la hibridacién de ADN en solucién), 32 Biochemistry 3095-3104, 1993). Las
velocidades de barrido de temperatura son, habitualmente, de 10°C/hora o inferior, en parte debido a la elevada masa
térmica de la cubeta del fluorimetro.

Los métodos actuales para monitorizar la hibridacién requieren mucho tiempo. Si la hibridacién se pudiera seguir
en segundos en lugar de horas, la hibridacién se podria monitorizar durante la amplificacién por la PCR, incluso
durante una PCR de ciclado rdpido. Entre las muchas utilizaciones de la monitorizacion de la hibridacién durante
la PCR, tal como se describird con detalle en el presente documento, se incluyen la identificacién y cuantificacién
del producto, la deteccidn de alteraciones en las secuencias, y el control automatico de los pardmetros del ciclado de
temperatura mediante retroalimentacién de la fluorescencia.

La técnica anterior, tal como se ha explicado anteriormente, lleva a cabo un ciclado de temperaturas de forma lenta
y empirica. Cuando se necesita el andlisis de los productos de la PCR por hibridacién, se requieren etapas adicionales
que consumen tiempo. De este modo, serfa un gran avance en la técnica proporcionar métodos para monitorizar la
hibridacion durante la PCR y analizar la reaccién mientras tiene lugar, es decir, durante o inmediatamente después del
ciclado de temperaturas sin manipular la muestra. Mediante la monitorizacién de la hibridacién durante la PCR, los
principios subyacentes que permiten el funcionamiento de la PCR se pueden seguir y utilizar para analizar y optimizar
la reaccién durante la amplificacion.

La Patente EP 0640 828A da a conocer un aparato para monitorizar simultdneamente reacciones multiples de
dcidos nucleicos, que utiliza un ciclador y sensor térmico para detectar la luz emitida en las pausas dentro de un
miembro conductor de calor. Los métodos y aparatos para realizar la PCR se describen en la Patente EP 0686699A.
La patente EP 0643140A da a conocer métodos de utilizacién de colorantes fluorescentes en la PCR.

Breve resumen de la invenciéon
La presente invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar un sistema para identificar productos amplificados por la PCR
mediante curvas de fusién por fluorescencia.

Es también otro objetivo de la presente invencion proporcionar un método para mejorar la sensibilidad de la cuan-
tificacién de la PCR con colorantes de ADN especificos de doble cadena.

Es atin otro objetivo de la presente invencion para determinar la cantidad de producto especifico amplificado por la
PCR mediante curvas de fusién, corregir la amplificacién no especifica detectada con el colorante de ADN especifico
de doble cadena.

Un objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar un método de cuantificacion relativa de productos
de la PCR diferentes con colorantes de ADN especifico de doble cadena. Es atin otro objetivo de la presente invencién
proporcionar un método de cuantificacién del producto mediante la cinética de refijacién del producto en presencia de
un colorante de ADN especifico de doble cadena.

Un objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar un sistema para la cuantificacion relativa de dife-
rentes productos de la PCR mediante curvas de fusién de la sonda.

Es aiin otro objetivo de la presente invencién proporcionar métodos para determinar el nimero de copias de la
plantilla inicial mediante el ajuste de las curvas de fluorescencia frente al nimero de ciclos.

Es atn otro objetivo de la presente invencién proporcionar un sistema y un método para realizar la PCR, la mo-
nitorizacién de forma rdpida y también de forma continua y el ajuste de los pardmetros de la reaccidén mientras tiene
lugar la reaccién.

Estos y otros objetivos y ventajas de la presente invencion quedardn completamente claras a partir de la descripcion
y reivindicaciones que se indican a continuacion, o se pueden aprender mediante la practica de la presente invencion.

La presente invencién reduce particularmente el tiempo total requerido para la amplificacién por PCR y andlisis en
las técnicas de la técnica anterior mientras que, al mismo tiempo, permite la opcién de aumentar significativamente la
calidad de la reaccién optimizando las condiciones de amplificacion.

La presente invencién proporciona métodos para analizar un ADN diana, en base al andlisis de la curva de fusion,
como se define en las reivindicaciones. La instrumentacion preferida combina componentes dpticos con estructuras
para proporcionar un ciclado térmico rdpido para monitorizar de forma continua la amplificacién de ADN mediante
diversas técnicas de fluorescencia diferentes. En un ejemplo ilustrativo, la fluorescencia se adquiere de forma continua
a partir de una dnica muestra o, como alternativa, a partir de multiples muestras en un soporte giratorio con todas las
muestras sometiéndose simultdneamente a ciclado térmico rapido.
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En el presente documento se describe un método, con el que, la fluorescencia durante la amplificacién de ADN se
monitoriza mediante el colorante especifico de cadena doble SYBR Green. Los datos de fluorescencia adquiridos una
vez por ciclo permiten la cuantificacién del nimero de copias de la plantilla inicial.

Ademds, al contrario que la medicién de la fluorescencia una vez por ciclo, se dan a conocer ejemplos que mo-
nitorizan temperatura, tiempo y fluorescencia de forma continua durante la totalidad de cada ciclo produciendo, de
este modo, una espiral tridimensional. Esta espiral tridimensional puede reducirse a representaciones de temperatura
frente a tiempo, fluorescencia frente a tiempo y fluorescencia frente a temperatura. Las representaciones de fluores-
cencia frente a temperatura de la fluorescencia de sondas de hibridacion pueden utilizarse para detectar alteraciones de
secuencia en el producto. Estas alteraciones de secuencia pueden ser naturales, como en mutaciones o polimorfismos,
o artificiales, como en una plantilla alternativa disefiada para la PCR cuantitativa.

En los métodos de la presente invencion, se utiliza la monitorizacién de la fluorescencia para adquirir curvas de
fusién del producto durante la PCR monitorizando la fluorescencia con colorantes especificos de ADN de cadena
doble. La representacion de la fluorescencia como una funcién de la temperatura a medida que el termociclador
calienta hasta la temperatura de disociacién del producto proporciona una curva de fusién del producto de la PCR. La
forma y posicién de esta curva de fusién de ADN estd en funcién de la proporcién de GCAT, la longitud y la secuencia
y puede utilizarse para diferenciar productos de amplificacién separados por menos de 2°C de temperatura de fusion.
Los productos deseados pueden distinguirse de productos no deseados, incluyendo dimeros de cebadores. El andlisis
de las curvas de fusidn puede utilizarse para extender el intervalo dindmico de PCR cuantitativa y para diferenciar
productos en la amplificaciéon multiplex. Utilizando colorantes de cadena doble, puede realizarse un seguimiento
de la desnaturalizacion, re-hibridacion y extensién de productos en cada ciclo. La monitorizaciéon continua de la
fluorescencia permite la adquisicién de curvas de fusién y curvas de hibridacién de producto durante el ciclado de
temperaturas.

La presente invencién incluye un método de determinacién de una concentracién de un producto amplificado en
una mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa seleccionada, que comprende

a) determinar una constante de velocidad de segundo orden para el producto amplificado a una temperatura
y condiciones de reaccion seleccionadas mediante la monitorizacién de la velocidad de hibridacién de una
concentracion conocida del producto amplificado;

b) determinar la velocidad de fijacién para una concentraciéon desconocida del producto amplificado; y

¢) calcular la concentracion del producto amplificado a partir de la velocidad de fijacion y la constante de
velocidad de segundo orden.

Preferiblemente, la velocidad de fijacion se determina después de miiltiples ciclos de amplificaciéon. Un método
ilustrativo de determinacidén de la constante de velocidad de segundo orden comprende las etapas de

Elevar la temperatura de una primera mezcla de reaccidn en cadena de la polimerasa que comprende una concentra-
cién conocida del producto amplificado y una cantidad eficaz de un colorante fluorescente especifico de cadena doble,
por encima de la temperatura de desnaturalizacién del producto amplificado para dar como resultado un producto
amplificado desnaturalizado;

Reducir rdpidamente la temperatura de la primera mezcla de reaccién en cadena de la polimerasa que comprende
la cantidad conocida de producto amplificado desnaturalizado a una temperatura seleccionada por debajo de la tempe-
ratura de desnaturalizacion del producto amplificado, mientras se monitoriza de forma continua la fluorescencia de la
primera mezcla de reaccion en cadena de la polimerasa en funcion del tiempo;

Representar la fluorescencia en funcién del tiempo para determinar la fluorescencia maxima, la fluorescencia mini-

ma, el tiempo a la fluorescencia minima y una constante de velocidad de segundo orden para la concentracién conocida
de producto amplificado a partir de la ecuacién

=F - Fmax —Fmin
"™ k(t—t,)[ADN]+1

donde F es fluorescencia, F,,,, es fluorescencia maxima, F,;, es fluorescencia minima, k es la constante de velocidad
de segundo orden, t, es el tiempo a F.,;, y [ADN] es la concentracién conocida del producto amplificado.

Un aspecto preferente de la presente invencién proporciona un método de determinacién de la concentracion de
una plantilla de dcido nucleico seleccionada en una reaccién en cadena de la polimerasa comprende las etapas de:
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en una mezcla de reaccién que comprende:

1) cantidades eficaces de cada primer par de cebadores de oligonucleétidos configurados para ampli-
ficar, en una reaccién en cadena de la polimerasa, un primer segmento seleccionado de la plantilla
seleccionada para dar como resultado un primer producto amplificado de la misma,

i) cantidades eficaces de cada segundo par de cebadores de oligonucledtidos configurados para amplifi-
car, en una reaccién en cadena de la polimerasa, un segundo fragmento seleccionado de una plantilla
de referencia para dar como resultado un segundo producto amplificado de la misma,

iii)  una cantidad eficaz de un colorante fluorescente que se une a a4cido nucleico, que amplifica, mediante
reaccion en cadena de la polimerasa, una cantidad desconocida de la plantilla seleccionada para dar
como resultado el primer producto amplificado y una cantidad conocida de la plantilla de referencia
para dar como resultado el segundo producto amplificado de la misma,

iluminar la mezcla de reaccién con una longitud de onda de luz seleccionada para provocar fluorescencia
mediante el colorante fluorescente que se une a acido nucleico y monitorizar de forma continua la fluores-
cencia emitida en funcién de la temperatura para dar como resultado una curva de fusién de los productos
amplificados donde el primer producto y el segundo producto se funden a diferentes temperaturas,

convertir las curvas de fusion en picos de fusién y determinar las cantidades relativas de la plantilla selec-
cionada y la plantilla de referencia a partir de dichos picos de fusién; y

calcular la concentracién de la plantilla seleccionada en base a la cantidad conocida de la plantilla de
referencia y las cantidades relativas de plantilla seleccionada y plantilla de referencia.

Preferiblemente, la presente invencion proporciona un método de monitorizacidn de la amplificacién de una plan-
tilla seleccionada en una reaccién en cadena de la polimerasa que también comprende una plantilla de control positivo,
que comprende las etapas de:

a)

b)

en una mezcla de reaccién que comprende

i) cantidades eficaces de cada uno de un primer par de cebadores de oligonucleétidos configurado para
amplificar, en una reaccidon en cadena de la polimerasa, un primer fragmento seleccionado de la
plantilla seleccionada para dar como resultado un primer producto amplificado de la misma,

ii) cantidades eficaces de cada uno de un segundo par de cebadores de oligonucledtidos configurado
para amplificar, en una reaccién en cadena de la polimerasa, un segundo fragmento seleccionado
de la plantilla de control positivo para dar como resultado un segundo producto amplificado de la
misma,

iii)  una cantidad eficaz de un colorante fluorescente que se une a 4cido nucleico; el sometimiento de la
plantilla seleccionada y de la plantilla de control positivo a condiciones para la amplificacién de la
plantilla seleccionada y la plantilla de control positivo mediante reaccién en cadena de la polimerasa;

y

iluminar la mezcla de reaccién con una longitud de onda de luz seleccionada para provocar fluorescencia
mediante el colorante fluorescente que se une a dcido nucleico y monitorizar de forma continua la fluores-
cencia emitida en funcién de la temperatura durante un ciclo de amplificacién de la reaccién en cadena de
la polimerasa para dar como resultado un primer pico de fusién del producto amplificado, si se amplifica
la plantilla seleccionada, y un segundo pico de fusién del segundo producto amplificado, si se amplifica la
plantilla de control positivo,

donde la obtencién de la segunda curva de fusion indica que la reaccién en cadena de la polimerasa era operativa, la
obtencién de la primera curva de fusion indica que el primer fragmento seleccionado era amplificable y la ausencia de
la primera curva de fusién indica que el primer segmento seleccionado no era amplificable. Preferiblemente, la entidad
fluorescente que se une a dcido nucleico comprende un colorante fluorescente que se une a dcido nucleico de cadena
doble, tal como SYBR™ Green 1. La fluorescencia dependiente de la temperatura se puede utilizar para identificar
los productos amplificados, preferiblemente, mediante el andlisis de las curvas de fusién. Se pueden determinar las
cantidades relativas de dos o mds productos amplificados mediante el andlisis de las curvas de fusién. Por ejemplo,
las areas bajo las curvas de fusién se encuentran mediante una regresion minimo-cuadrética no lineal de la suma de
gaussianos multiples.

Breve descripcion de las diferentes vistas de los dibujos

Las figuras 1A y B son gréficos que representan un paradigma de la PCR de equilibrio (A) y un paradigma de la
PCR cinética (B).
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La figura 2 muestra fragmentos ttiles de temperatura frente a tiempo para la monitorizacién de la hibridacién por
fluorescencia.

La figura 3 es una tabla de temperatura frente a tiempo ejemplificante del ciclado rdpido de temperaturas para la
PCR.

La figura 4 muestra los resultados de cuatro perfiles diferentes temperatura/tiempo (A-D) y sus productos de
amplificacion resultantes después de treinta ciclos (insercion).

Las figuras 5A, B y C muestran el mecanismo de generacién de fluorescencia para tres métodos diferentes de
monitorizacion de la fluorescencia de la PCR: (A) colorante de ADN de doble cadena, (B) sonda de hidrdlisis y (C)
sondas de hibridacién.

La figura 6 muestra la estructura quimica del éster de N-hidroxisuccinimida monovalente de Cy5™.
La figura 7 muestra la estructura quimica del éster de N-hidroxisuccinimida monovalente de Cy5.5™.

La figura 8 muestra el espectro de emisién de fluorescencia (linea continua) y el espectro de excitacién de Cy5
(linea discontinua).

La figura 9 muestra transferencia de energia de resonancia que se produce entre sondas de hibridacién adyacentes
marcadas con fluoresceina y Cy5 en cada ciclo durante la PCR.

La figura 10 muestra el efecto de la modificaciéon de la proporcién de la sonda de Cy5 con respecto a la sonda de
fluoresceina sobre la sefial de transferencia de energia de resonancia generada durante la PCR.

La figura 11 muestra el efecto de la modificacién de la concentracién de la sonda a una proporcién de sonda dada,
sobre la sefial de transferencia de energia de resonancia generada durante la PCR.

La figura 12 muestra el efecto de la separacion entre los oligonucleétidos marcados sobre la sefial de transferencia
de energia de resonancia generada durante la PCR.

La figura 13 muestra la evolucién temporal de la hibridacién de sondas adyacentes mediante transferencia de
energia por fluorescencia inmediatamente después de 30 ciclos de amplificacién con Taqg ADN polimerasa (exo~;
linea continua) y el fragmento Stoffel de Tag ADN polimerasa (exo~; linea de puntos) del ciclado de temperaturas y
el tipo de polimerasa sobre el desarrollo de fluorescencia durante la PCR con sondas de hibridacién adyacentes: la
temperatura se muestra con una linea en negrita.

La figura 14 es una representacion de la proporcion de fluorescencia frente a niimero de ciclo para amplificacién
con Taq ADN polimerasa (exo~; linea continua), fragmento Stoffel de Taqg ADN polimerasa (exo™; linea discontinua),
y Klen Taq ADN polimerasa (exo™; linea de puntos): panel superior - el ciclado es entre 94°C y 60°C con un periodo de
mantenimiento de 20 segundos a 60°C; panel medio - el ciclado es entre 94°C y 60°C con un periodo de mantenimiento
de 120 segundos a 60°C; panel inferior - el ciclado es entre 94°C y 60°C con un lento incremento de 60°C a 75°C.

La figura 15 es una representacion de la fluorescencia frente al nimero de ciclos para un nimero diferente de
reacciones de copia de la plantilla inicial monitorizadas con SYBR™ Green I: 0, (A); 1, (m); 10, (-); 10* (-); 10%, (+);
10%, (e); 10°, (0); 10°, (x); 107, (A); 10°, (O0); 10°, (4).

La figura 16 es una representacion de la proporcién de fluorescencia frente a niimero de ciclo para un nimero
diferente de reacciones de copia de la plantilla inicial monitorizadas con una sonda de hidrdlisis doblemente marcada:
0, (-); L, (A); 10, (0); 102, (¥); 10° (o), 10%, (D); 10°, (+); 10°, (m); 107, (9); 10°, (X); 10°, (#).

La figura 17 es una representacién de la proporcién de fluorescencia frente a niimero de ciclo para un nimero
diferente de reacciones de copia de la plantilla inicial monitorizadas con sondas de hibridacién adyacentes: 0, (-); 1,
(A); 10, (0); 10, (*); 10° (), 10%, (O); 10°, (+); 10°, (m); 107", (0); 10%, (X); 10°, (#).

La figura 18 es una representacién de la proporcion de fluorescencia frente a nimero de ciclo que distingue entre
dos disefios de sonda de hibridacién monitorizados mediante transferencia de energia de resonancia: (¢) dos sondas
de hibridacién marcadas respectivamente con fluoresceina y CyS5; y (#) un cebador marcado con Cy5 y una sonda
marcada con fluoresceina.

Las figuras 19A-C proporcionan una comparacién de tres técnicas de monitorizacién de la fluorescencia para la
PCR, que incluyen el colorante de ADN especifico de doble cadena, SYBR™ Green I (A), una sonda de hidrdlisis de
fluoresceina/rodamina doblemente marcada (B), y una sonda de hibridacién marcada con fluoresceina con un cebador
marcado con Cy5 (C); la figura 19D muestra el coeficiente de variacidon para las tres técnicas de monitorizacién
representadas en las figuras 19A-C.
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La figura 20 muestra una representacion habitual del logaritmo de la fluorescencia frente al nimero de ciclos de
una amplificacién estindar monitorizada con SYBR™ Green 1.

La figura 21 muestra el ajuste a una curva exponencial para los ciclos 20-27 de los datos de la figura 20.

La figura 22 muestra un ajuste exponencial en una muestra desconocida para determinar el nimero de copias
iniciales a partir de los datos de la amplificacion.

La figura 23 muestra una representacion habitual de la fluorescencia frente al nimero de ciclos de cinco estdnda-
res monitorizados en cada ciclo con sondas de hibridacién adyacentes, en la que los nimeros de copias iniciales se
representan tal como se indica a continuacién: 10°, (e); 104, (0); 10%, (A); 10, (O0); 107 (4).

La figura 24 muestra el ajuste a una curva de los datos estdndares de la figura 23.

La figura 25 muestra una representacién habitual de la fluorescencia frente al niimero de ciclos de cinco estdndares
monitorizados en cada ciclo con una sonda de hidrélisis, en la que los nimeros de copias iniciales se representan tal
como se indica a continuacion: 1, 5, (e); 15, (¢); 150, (A); 1500, (0O); 15.000, (¢).

La figura 26 muestra el ajuste a una curva de los datos estdndares de la figura 25.

La figura 27 muestra una representacion habitual del logaritmo de la fluorescencia frente al nimero de ciclos de
tres amplificaciones estandares monitorizadas con SYBR Green I, en la que: (m); (eo); (A).

La figura 28 muestra un diferente ajuste a una curva de los datos estdndares de la figura 27.

Las figuras 29A y B muestran representaciones de (A) el tiempo frente a la fluorescencia y (B) el tiempo frente a
la temperatura demostrando la relacién inversa entre la temperatura y la fluorescencia.

La figura 30 es una tabla que muestra representaciones en 2 dimensiones de la temperatura frente al tiempo, la
fluorescencia frente al tiempo, y la fluorescencia frente a la temperatura, también mostradas como una representacion
en 3 dimensiones, para la amplificacién de un fragmento de 180 pares de bases del genoma de la hepatitis B en
presencia de SYBR Green L.

La figura 31 es una proyeccién de la fluorescencia frente a la temperatura para la amplificacién de un fragmento
de 536 pares de bases del gen de la beta-globina humana en presencia de SYBR Green 1.

Las figuras 32A y B proporcionan una representacién que muestra (A) un cambio lineal en la proporcién de la
fluorescencia con la temperatura para sondas de hidrélisis, y (B) un cambio radical con la temperatura para sondas de
hibridacién.

La figura 33 muestra una representacion de la proporcidon de fluorescencia frente a temperatura, de amplificacién
con una polimerasa exo~ en presencia de sondas de hibridacién adyacentes.

La figura 34 muestra una representacion de la proporcién de fluorescencia frente a temperatura, de amplificacion
con una polimerasa exo~ en presencia de sondas de hibridacién adyacentes.

La figura 35 muestra una representacion tridimensional de temperatura, tiempo y fluorescencia durante la amplifi-
cacién con una polimerasa exo™ en presencia de sondas de hibridacién adyacentes.

La figura 36 muestra una representacion tridimensional de temperatura, tiempo y fluorescencia durante la amplifi-
cacién con una polimerasa exo~ en presencia de sondas de hibridacién adyacentes.

La figura 37 muestra curvas de fusién para productos amplificados por PCR del virus de la hepatitis B (e; 50% GC,
180 pares de bases); beta-globina (A; 53,2% GC, 536 pares de bases); y antigeno especifico de préstata (X; 60,3%
GC, 292 pares de bases).

La figura 38 muestra curvas de fusion para el producto amplificado por PCR del virus de la hepatitis B a velocidades
de calentamiento de 0,1°C a 5,0°C.

La figura 39 muestra curvas de fusioén para el producto amplificado por PCR del virus de la hepatitis B a varias
concentraciones de SYBR™ Green 1.

Las figuras 40A y B muestran (A) curvas de fusién y (B) bandas fraccionadas electroforéticamente de productos
de un fragmento de beta-globina amplificado con (a) sin plantilla afiadida, (b) 10° copias de la plantilla afiadida bajo
condiciones poco estrictas, y (c) 106 copias de la plantilla afiadida bajo condiciones mds estrictas.

Las figuras 41A y B muestran (A) curvas de fusién y (B) picos de la fusién del fragmento del virus de la hepatitis
B (HBV), B-globina, y una mezcla de los mismos.
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Las figuras 42A-D muestran (A) una representacion de la fluorescencia relativa frente al nimero de ciclos para
productos amplificados por PCR de varias cantidades de plantilla de 5-globina, (B) picos de fusién y (C) bandas
electroforéticas de los diversos productos, y (D) la fluorescencia corregida de los datos de (A).

Las figuras 43A y B muestran (A) curvas de fusién y (B) picos de fusién de productos amplificados por PCR de
una mezcla del gen de la fibrosis quistica y el oncogén c-erbB-2.

La figura 44 muestras los picos de fusion en varios nimeros de ciclos para el gen de la fibrosis quistica (CFTR) y
el c-erbB-2 (neu).

La figura 45 muestra un grafico de picos de fusién integrados de productos de la PCR de CFTR y neu.

Las figuras 46 A y B muestran (A) curvas de fusiéon y (B) picos de fusion para productos de la PCR de una persona
heterocigética para la mutacién del factor V de Leiden (linea continua), homocigética para la mutacién del factor V
de Leiden (linea de puntos), homocigético no modificado (linea discontinua) y sin control de ADN (puntos y rayas
alternas).

La figura 47 muestra un diagrama de proporcion de fluorescencia frente a la temperatura de monitorizacién con-
tinua durante el ciclo 40 de productos de la PCR de una muestra homocigética para la mutacién del factor V de
Leiden (linea continua), heterocigdtica para la mutacién del factor V de Leiden (linea de puntos) y homocigético no
modificado (puntos y rayas alternas).

La figura 48 muestra picos de fusién de un mutante homocigético del gen de metilentetrahidrofolato (linea conti-
nua), homocigético no modificado (linea discontinua), mutante heterocigético (linea de puntos) y sin control de ADN
(puntos y rayas alternas).

La figura 49 muestra la forma de las curvas de refijacién de productos amplificados de la PCR de R-globina de
varias cantidades iniciales de plantilla.

La figura 50 muestra la determinacion de una constante de velocidad de segundo orden para determinar la concen-
tracidn inicial de plantilla.

La figura 51 muestra un diagrama de bloques para controlar el ciclado térmico a partir de los datos de fluorescencia.

Las figuras 52A y B muestran (A) una representacion de la temperatura frente al tiempo obtenida después de 20
ciclos y (B) una representacion de la fluorescencia frente al tiempo obtenida después de 25 ciclos en la que el ciclado
térmico se controlo a partir de los datos de fluorescencia.

Las figuras 53-105 son diagramas de programacion utilizados en los ejemplos.
Descripcion detallada

Antes de que los presentes métodos para monitorizar la hibridacién durante la PCR se den conocer y describan,
debe entenderse que la presente invencion no se limita a las configuraciones, etapas de proceso, y materiales particula-
res que se dan a conocer en el presente documento, puesto que dichas configuraciones, etapas de proceso, y materiales
pueden variar en cierta medida. También debe entenderse que la terminologia empleada en el presente documento se
utiliza con el fin de describir realizaciones particulares solamente y no pretende ser limitante, puesto que el alcance de
la presente invencién estard limitado solamente por las reivindicaciones adjuntas.

Debe observarse que, como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares “un/a”, “uno/a” y “el/la” incluyen referencias plurales a no ser que el contexto dicte claramente lo contrario.

En la descripcién y las reivindicaciones de la presente invencion, se utilizard la siguiente terminologia segtn las
definiciones establecidas posteriormente.

Tal como se utiliza en el presente documento, “dcido nucleico”, “ADN”, y términos similares que también inclu-
yen andlogos de 4cidos nucleicos, es decir, andlogos que tienen un esqueleto diferente a un esqueleto fosfodiéster.
Por ejemplo, los denominados “dcidos nucleicos peptidicos”, que son conocidos en la técnica y que tienen enlaces
peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster en el esqueleto, se consideran dentro del alcance de la presente invencion.

Tal como se utiliza en el presente documento, la “monitorizacién continua” y términos similares se refieren a la
monitorizacion en repetidas veces durante un ciclo de la PCR, preferiblemente durante las transiciones de temperatura,
y mds preferiblemente, obteniendo, como minimo, un punto en cada transicién de la temperatura.

Tal como se utiliza en el presente documento, la monitorizacién “ciclo por ciclo” significa la monitorizacién de la
reaccion de la PCR una vez por ciclo, preferiblemente, durante la fase de fijacién de la PCR.
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Tal como se utiliza en el presente documento, “relacién de transferencia de energfa de resonancia por fluorescencia”
y términos similares se refieren a la hibridacién adyacente de un oligonucle6tido marcado con un fluoréforo donador
y otro oligonucleétido marcado con un fluoréforo aceptor para un dcido nucleico diana de modo que el fluoréforo
donador puede transferir energia de resonancia al fluoréforo aceptor de modo que el fluor6foro aceptor produce una
emision de fluorescencia medible. Si el fluor6foro donador y el fluoréforo aceptor estan separados por una distancia
demasiado grande, entonces el fluor6foro donador no puede transferir energia de resonancia al fluoréforo aceptor de
modo que el fluor6foro aceptor emita fluorescencia medible, y por lo tanto el fluoréforo donador y el fluoréforo aceptor
no estan en relacion de transferencia de energia de resonancia. Preferiblemente, cuando dos oligonucleétidos marcados
son ambos sondas y ninguno funciona como cebador de la PCR (“sonda-sonda”), entonces los fluoréforos donador
y aceptor estdn en un tramo de aproximadamente 0-25 nucleétidos, mas preferiblemente de aproximadamente 0-5
nucledétidos y lo mds preferiblemente de aproximadamente 0-2 nucleétidos. Una separacidn particularmente preferente
es 1 nucledtido. Cuando uno de los oligonucledtidos marcados también funciona como cebador de la PCR (“sonda-
cebador”), entonces los fluoréforos donador y aceptor estdn preferiblemente en un tramo de aproximadamente 0-15
nucledtidos y mas preferiblemente de aproximadamente 4-6 nucleétidos.

Tal como se utiliza en el presente documento, una “cantidad eficaz” significa una cantidad suficiente para producir
un efecto seleccionado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de cebadores de la PCR es una cantidad suficiente para
amplificar un segmento de dcido nucleico mediante la PCR siempre que también se proporcionen una ADN polimerasa,
una disolucién tamp6n, una plantilla, y otras condiciones, incluyendo condiciones de temperatura, conocidas en la
técnica y que sean necesarias para realizar la PCR.

La PCR requiere la desnaturalizacion de la plantilla repetitiva y la fijacion de cebadores. Estas transiciones de
hibridacién dependen de la temperatura. Los ciclos de temperatura de 1a PCR que rigen la amplificacién desnaturalizan
de forma alternativa el producto acumulado a una temperatura elevada y fijan cebadores al producto a una temperatura
inferior. Las temperaturas de transicion de la desnaturalizacion del producto y la fijacién de los cebadores dependen,
principalmente, del contenido y la longitud de GC. Si se disefia una sonda para hibridarse de forma interna al producto
de la PCR, la temperatura de fusién de la sonda también depende del contenido de GC, la longitud, y el grado de
complementariedad a la diana. Las sondas de fluorescencia compatibles con la PCR pueden monitorizar la hibridacién
durante la amplificacion.

Segtn la presente invencidn, que se utiliza preferiblemente junto con el ciclado rapido (descrito completamente
en el No. de Serie de Estados Unidos 08/658.993, archivado el 4 de junio de 1996, titulado “System and Method For
Monitoring PCR Processes” (“Sistema y Método para la Monitorizacién de Procesos de la PCR”), y el No. de Serie de
Estados Unidos 08/537.612, archivado el 2 de octubre de 1995, titulada “Method For Rapid Thermal Cycling of Biolo-
gical Simples” (“Método Para el Ciclado Térmico Répido en Muestras Bioldgicas™), mencionados anteriormente), un
paradigma cinético es apropiado para la PCR. En lugar de pensar en la PCR como tres reacciones (desnaturalizacion,
fijacion, extension) que tienen lugar a tres temperaturas diferentes durante tres periodos de tiempo (figura 1A), es mas
util un paradigma cinético para la PCR (figura 1B). Con un paradigma cinético, la curva de la temperatura frente al
tiempo consiste en transiciones continuas entre reacciones solapadas. La desnaturalizacién y la fijacién son tan rdpidas
que no es necesario mantener una temperatura particular durante un cierto tiempo. La extension tiene lugar siempre
en un intervalo de temperaturas a velocidades variantes. Un andlisis completo necesitaria el conocimiento de todas
las constantes de velocidad pertinentes sobre todas las temperaturas. Si se conocieran las constantes de velocidad de
todas las reacciones, se podria desarrollar una “descripcion fisico-quimica de la PCR”. La determinacién de estas
velocidades necesitarfa un control preciso de la temperatura de la muestra y se simplifica ampliamente mediante la
monitorizacién de la reaccién durante el ciclado de temperaturas.

La figura 2 muestra fragmentos ttiles de la temperatura frente al tiempo para la monitorizacion de la hibridacién por
fluorescencia. Las curvas de fusién de los productos se obtienen durante un incremento lento de la temperatura hasta
la desnaturalizacion. Mediante el descenso rdpido de la temperatura tras la desnaturalizacién hasta una temperatura
constante, se puede seguir, opcionalmente, la fijacién del producto, la sonda, o el cebador. Las curvas de fusién de la
sonda se obtienen mediante el calentamiento lento a lo largo de temperaturas alrededor de la temperatura de fusion de
la sonda. La realizacion representada en la figura 2 proporciona todos los andlisis durante el ciclado de temperaturas
con una exposicion inmediata en tiempo real. Las sondas fluorescentes se incluyen como parte de la solucién de
amplificacién para la monitorizacién continua del cebador, la sonda, o la hibridacién del producto durante el ciclado
de temperaturas.

Las técnicas de hibridacién por fluorescencia contenidas en el presente documento se basan en el ciclado rapido,
con ventajas en la velocidad y la especificidad.

En la figura 3 se muestra un perfil de temperatura de la muestra durante la PCR de ciclo rdpido. En estas figuras,
la desnaturalizacién y la fijacién aparecen como “picos” de temperatura, en oposicién al plateau amplio del ciclado de
temperaturas convencionales para PCR, por ejemplo, la figura 1A. En la figura 4, el ciclado rdpido de temperaturas se
compara con el ciclado convencional de temperaturas, y en la que se muestra que en 15 minutos se pueden completar 30
ciclos de la amplificacién y que los productos resultantes de la PCR contienen muchos menos productos secundarios.
De este modo, con el ciclado rdpido, los tiempos necesarios para la amplificaciéon se reducen, aproximadamente, 10
veces, y se mejora la especificidad.
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Ejemplo 1
(Ejemplo de referencia)

La figura 4 muestra los resultados de cuatro perfiles diferentes de temperatura/tiempo (A-D) y sus productos de
amplificacion resultantes después de treinta ciclos (A-D). Los perfiles A y B de la figura 4 se obtuvieron utilizando
un dispositivo de bloque calentador de la técnica anterior que utiliza un tubo de microfuga de la técnica anterior. Tal
como se puede observar en la figura 4, las transiciones entre temperaturas son lentas y en los perfiles A y B se observan
muchas bandas no especificas. El perfil B muestra la mejora en la eliminacion de algunas de las bandas no especificas
(en comparacién con el perfil A) mediante la limitacién del tiempo que cada muestra permanece a cada temperatura,
indicando de este modo que a tiempos mds cortos se consiguen resultados mas deseables.

Los perfiles C y D se obtuvieron utilizando un ciclador rdpido de temperatura. Tal como se puede observar en la
figura 4, la amplificacién es especifica y, aunque el rendimiento es maximo con tiempos de elongacion de 60 segundos
(C), es ain completamente adecuado con tiempos de elongacién de 10 segundos (D).

Se determinaron también los tiempos y temperaturas Optimas para la amplificacién de un fragmento de 536 pares
de bases de beta-globina de ADN gendémico humano. Los rendimientos de la amplificacién y la especificad de los
productos fueron 6ptimos cuando la desnaturalizacién (93°C) y la fijacién (55°C) fueron inferiores a 1 segundo. No se
encontrd ninguna ventaja cuando se alargaron los tiempos de desnaturalizacién o fijacion. El rendimiento se incremen-
t6 con tiempos de elongacion més largos a 77°C, pero hubo poco cambio con tiempos de elongacién mds largos de 10-
20 segundos. Estos resultados inesperados indican que los dispositivos disponibles previamente utilizados para la am-
plificacion del ADN no maximizan las condiciones necesarias para optimizar los requerimientos fisicos y enzimaticos
de la reaccién.

Se puede obtener informacién adicional de: C.T. Wittwer y otros, “Rapid Cycle Allele-Specific Amplification with
Cystic Fibrosis delta F(508) Locus” (“Amplificacién Especifica de Alelo de Ciclo Rapido con el Locus delta F(508) de
la Fibrosis quistica”), 39 Clinical Chemistry 804 (1993) y C.T. Wittwer y otros, “Rapid DNA Amplification” (“Am-
plificacion rapida del ADN”), THE POLIMERASE CHAIN REACTION 174 (1994). La instrumentacién utilizada
para la adquisicién de fluorescencia y el ciclado rdpido de temperaturas se describe en profundidad en el No. de Serie
08/537.612, véase anteriormente.

Tal como se ha indicado anteriormente, la reaccién en cadena de la polimerasa se puede realizar rdpidamente.
Ademés de facilitar la transferencia rdpida de calor, la utilizacidn de tubos capilares dpticamente transparentes permite
la monitorizacién continua por fluorescencia de la amplificacién del ADN segtin la presente invencion.

Las sondas fluorescentes se pueden utilizar para detectar y monitorizar la amplificacién del ADN. Entre las sondas
utiles se incluyen colorantes de ADN especifico de doble cadena, como ejemplos comparativos y sondas especificas de
secuencia. En la figura 5 se comparan tres técnicas diferentes para el seguimiento de la amplificacion de ADN. En la
figura 5A, la fluorescencia depende de la hibridacién del producto de la PCR, tal como se detecta con un colorante de
ADN especifico de doble cadena. En la figura 5B, la fluorescencia depende de la hidrdlisis de una sonda de inhibicién
de 5’-exonucleasa, que se conoce muy bien en la técnica, como se ha descrito anteriormente. La figura 5C representa un
esquema de hibridacién en base a la transferencia de energia de resonancia entre fluoréforos de dos sondas adyacentes.

El método de la figura SA no es especifico de la secuencia, a pesar de que la especificidad del producto se puede
determinar mediante curvas de fusién, un aspecto de la presente invencién. Tanto la figura 5B como la 5C son espe-
cificas de secuencia. Sin embargo, el método de hibridacién también permite el andlisis con curvas de fusién, otro
aspecto de la presente invencion.

En la monitorizacién de la fluorescencia a partir de reacciones que implican sondas de hidrdlisis, como en la
figura 5B y a partir de reacciones que implican sondas de hibridacién, como en la figura 5C, es ventajoso medir la
fluorescencia emitida tanto por el fluor6foro donador como por el fluoréforo aceptor. En la prictica, la mayor parte de
la fluorescencia emitida por sondas de hidrélisis procede del fluoréforo donador, y la mayor parte de la fluorescencia
emitida por sondas de hibridacién procede del fluor6foro aceptor.

Seleccion del colorante de ADN especifico de doble cadena. Los expertos en la materia conocerdn la utilizacién
de bromuro de etidio en técnicas de fluorescencia. Cuando se utiliza un colorante fluorescente especifico de doble
cadena durante la amplificacidn, la fluorescencia aumenta, generalmente, a medida que se produce mds producto
de doble cadena, véase R. Higuchi y otros, “Simultaneous amplification and detection of specific DNA sequences”
(“Amplificacién y deteccién simultdnea de las secuencias de ADN especificas”), 10 Bio/Technology 413-417 (1992).
En la técnica se conoce también un ensayo de la PCR por fluorescencia para el ARN de la hepatitis C que utiliza el
intercalador YO-PRO-1. Véase T. Ishiguro y otros, “Homogeneous quantitative assay of hepatitis C virus RNA by
polimerase chain reaction in the presence of a fluorescent intercalater” (“Ensayo cuantitativo homogéneo del ARN del
virus de la hepatitis C mediante la reaccion en cadena de la polimerasa de un intercalador fluorescente”), 229 Anal.
Biochem. 207-213 (1995). Se prefiere que el SYBR™ Green I, que se conoce bien en la técnica y estd disponible en
Molecular Probes of Eugene, Oregdn, se utilice como colorante especifico de doble cadena. La estructura molecular
de este colorante es un secreto comercial, pero estd recomendado por el fabricante como un colorante especifico de
doble cadena mds sensible para la deteccion de ADN en geles. Sin embargo, el SYBR™ Green I es termoldbil y, de
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este modo, no es util para la monitorizacién de la fluorescencia de la PCR segin los métodos convencionales en los
que la temperatura de la mezcla de reaccién se mantiene en las temperaturas de fusién durante periodos prolongados
de tiempo. Debido a esta termolabilidad, no se esperaba descubrir que el SYBR™ Green I se pudiera utilizar para
monitorizar las reacciones PCR cuando las temperaturas de fusién no se mantienen durante periodos prolongados, es
decir, cuando la PCR se lleva a cabo mediante ciclado rdpido segtn el paradigma cinético descrito anteriormente.

Ejemplo 2

Se compararon diferentes colorantes de ADN especificos de doble cadena mediante la monitorizacion de la ampli-
ficacion de un fragmento de 110 pares de bases del par de cebadores PCO3/PCO4 del gen de la beta-globina humana
de 10.000 copias de la platilla. Los cebadores se sintetizaron mediante la quimica estandar de la fosforamidita tal como
se conoce en la técnica, es decir, utilizando la Pharmacia Biotech Gene Assembler Plus (Piscataway, New Jersey). Los
cebadores PCO3/PCO4 de la beta-globina humana (110 pares de bases) se describen en C.T. Wittwer y otros, “Auto-
mated polymerase chain reaction in capillary tubes with hot air” (“Reaccién en cadena de la polimerasa automatizada
en tubos capilares con aire caliente”), 17 Nucl. Acids. Res. 4353-4357 (1989). La amplificacién del ADN se realizd
en Tris 50 mM, pH 8,5 (25°C), MgCl, 3 mM, albtimina de suero bovino 500 ug/ml, 0,5 uM de cada cebador, 0,2 mM
de cada desoxinucledsido trifosfato y 0,2 U de Taq polimerasa por cada 5 ul de muestra a menos que se afirme lo
contrario en los siguientes ejemplos. El producto de la amplificacién purificado se utiliz6 como plantilla del ADN y se
obtuvo mediante extraccidon con fenol/cloroformo y precipitacién en etanol, véase D.M. Wallace, “Large- and small-
scale phenol extractions and precipitation of nucleic acids” (“Extracciones con fenol y precipitaciéon de acidos nuclei-
cos a pequeia y gran escala”), 152 Methods in Enzimology 33-48 (1987), seguidas por la eliminacion de los cebadores
mediante lavados repetidos a través de un microconcentrador Centricon 30 (Amicon, Danvers, Massachusetts). Las
concentraciones de las plantillas se determinaron mediante la absorbancia a 260 nm. Las proporciones A(260):A(280)
de las plantillas eran superiores a 1,7.

El SYBR™ Green I (Molecular Probes, Eugene, Oregon) se utilizé en una dilucién 1:10.000, el bromuro de
etidio en una concentracién de 5 pg/ml, y naranja de acridina en una concentraciéon de 3 pg/ml. Se determind que
estas concentraciones eran las concentraciones éptimas para maximizar la sefial de fluorescencia observada durante
la amplificacioén para cada colorante. La excitacién se realizé a través de un filtro de interferencia a 450-490 nm a
partir de una fuente de arco de xenén, a excepcioén del bromuro de etidio, en el que se utilizé una excitacién a 520-
550 nm. Para el SYBR™ Green I, se monitorizé la emisién a 520-550 nm. La fluorescencia del bromuro de etidio se
observo a través de un paso de banda de 580-620 nm. La sefial del naranja de acridina se recogié como la proporcién
de la fluorescencia verde (520-550 nm) con respecto a la roja (>610 nm). La fluorescencia de la muestra antes de
la amplificacién se comparé con la fluorescencia después de 35 ciclos (94°C maximo, 60°C durante 20 segundos) a
60°C. El incremento de la fluorescencia fue de 5,3 veces para el SYBR™ Green I, de 1,7 veces para el bromuro de
etidio, y de 1,2 veces para el naranja de acridina. En experimentos separados, la fluorescencia del SYBR™ Green 1
fue estable durante mas de 30 minutos a 70°C. Se excita también de forma conveniente con luz visible y se constata
que es menos mutdgeno que el bromuro de etidio. La fluorescencia de fondo, en todos los casos, surge principalmente
de los cebadores.

El SYBR™ Green I es un colorante especifico de doble cadena preferido para monitorizar por fluorescencia la PCR
principalmente, debido a la sensibilidad superior, que resulta de una mayor discriminacién entre los dcidos nucleicos
de cadena doble y de cadena sencilla. El SYBR™ Green I se puede utilizar en cualquier amplificacién y no es caro.

Ademés, la especificidad del producto se puede obtener mediante el andlisis de curvas de fusidn, tal como se describird
inmediatamente.

Ejemplos Comparativos - Seleccion de colorante de transferencia de energia de resonancia para sondas de hibrida-
cion

La transferencia de energia de resonancia por fluorescencia puede producirse entre 2 fluoréforos si estdn en pro-
ximidad fisica y el espectro de emisién de un fluoréforo se solapa con el espectro de excitacién del otro. La teoria

introductoria a la transferencia de energia de resonancia por fluorescencia puede encontrarse en muchos articulos de
revision recientes. La velocidad de transferencia de energia de resonancia es:

(8,785E = 5) (t™) (k») (n2) (qp) (R™®) Jpa)

donde:
t = tiempo de vida de estado excitado del donador en ausencia del aceptor;
k? = es un factor de orientacién entre el donador y el aceptor;
n = indice de refraccién de luz visible en el medio intermedio;

gp = eficacia cudntica del donador en ausencia del aceptor;

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 326 050 T3

R = distancia entre el donador y el aceptor (en angstroms);

Jpa = la integral de (Fp) (e5) (W*) con respecto a W en todas las longitudes de onda solapantes
con:

Fp = espectro de fluorescencia normalizado maximo del donador,

e = coeficiente de absorcién molar del aceptor (M~'cm™), y

W = longitud de onda (nm).

Para cualquier donador y aceptor dado, puede calcularse una distancia en la que se produce el 50% de la transferen-
cia de energia de resonancia, y se abrevia como R,. Puesto que la velocidad de transferencia de energia de resonancia
depende de la 6* potencia de la distancia entre el donador y el aceptor, la transferencia de energia de resonancia cambia
rdpidamente a medida que R varia de R,. A 2R, se produce muy poca transferencia de energia de resonancia, y a SRy,
la eficacia de transferencia es casi completa, a menos que predominen otras formas de des-excitacion (es decir, inhi-
bicién por colisién). Los valores de R, de muchos pares de donador y aceptor diferentes se han compilado y pueden
variar entre 22 y 72 angstroms.

En el ADN de doble hélice, 20 bases estdn separadas por aproximadamente 34 angstroms. Marcando las bases de
ADN con fluoréforos donadores y aceptores, puede utilizarse la transferencia de energia de resonancia como regla de
medida espectroscépica para observar la geometria helicoidal del ADN y analizar la estructura de una interseccién
de ADN de cuatro brazos. La transferencia de energia de resonancia también puede utilizarse como monitor de la
hibridacién. Si un oligonucledtido marcado hibrida con una cadena de plantilla marcada, R puede llevarse desde
mucho mayor de R, a muy por debajo de R,, aumentando la transferencia de energia de resonancia dristicamente.
Como alternativa, 2 sondas marcadas pueden hibridar con la misma cadena de plantilla para un cambio similar de
transferencia de energia por fluorescencia.

La utilizacién prictica de la transferencia de energia de resonancia para monitorizar la hibridacién depende de
la sensibilidad requerida y de la cantidad de tiempo disponible. Utilizando una técnica de hibridacién competitiva
con sondas marcadas 1 nM, se detecté6 ADN amplificado por la PCR después de 15 minutos a 40°C. La generacién
de sefiales mds rdpida es deseable. Si solamente se requirieran segundos para la hibridacién, los productos de la PCR
podrian cuantificarse convenientemente cada ciclo de amplificacion. Es més, el grado de hibridacién de la sonda podria
monitorizarse en un ciclo de temperatura.

La hibridacién es un proceso de segundo orden (véase B. Young Y M. Anderson, Quantitative analysis of solution
hybridization (Andlisis Cuantitativo de hibridacién en solucién). En: Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approa-
ch (Hibridacion de Acidos nucleicos; Una Aproximacion Préctica) 47-71, (B. Hames, S. Higgins ed., 1985). Cuando
la concentracién de la sonda es mucho mayor que la concentracién de la diana, la velocidad de hibridacién es inver-
samente proporcional a la concentracion de la sonda. Por ejemplo, al doblar la concentraciéon de la sonda, el tiempo
de hibridacién se reduce a la mitad. Serfan necesarias altas concentraciones de sonda para la monitorizacién ciclo por
ciclo durante la PCR, puesto que la hibridacién debe ocurrir antes de que el sitio de hibridacién quede cubierto por la
extensién de polimerasa.

Las altas concentraciones de sonda requeridas para la monitorizacién de la hibridacién durante la PCR requieren un
par de transferencia de energia de resonancia con caracterfisticas tinicas. Considerar la excitacién de un par de donador
(D) y aceptor (A) con luz. El nimero de fluoréforos D y A excitados directamente serd proporcional al coeficiente de
extincién (e) de cada fluoréforo a la longitud de onda de excitacidn, o:

Nimero de moléculas de D excitadas directamente = (K)(ep)

Nimero de moléculas de A excitadas directamente = (K)(e,).

Donde K es una constante de proporcionalidad. La des-excitacién del donador se producird mediante fluorescencia,
transferencia de energia de resonancia y otros procesos que se resumen como inhibicién térmica. Si pr = la probabi-

lidad de transferencia de energia de resonancia y prp = probabilidad de inhibicién térmica del donador, entonces la
probabilidad de fluorescencia del donador es:

1 —pr—DPm

Y el nimero de moléculas donadoras que emiten fluorescencia es:

(K) (ep) (1 = pr — prp)
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Si la probabilidad de detectar una emisién del donador en la ventana de emisién del donador (por ejemplo una
ventana de filtro de paso de banda) es Ppp, entonces el niimero de emisiones del donador observadas es:

(Ppp) (K) (ep) (1 = pr — Pp)

Ahora, el nimero de fluor6foros aceptores excitados es la suma de aquellos excitados directamente y de aquellos
excitados a través de transferencia de energia de resonancia:

(K) (ea) + (K) (ep) (pr)
Si pia = la probabilidad de inhibicién térmica del aceptor, entonces la probabilidad de fluorescencia del aceptor es:
1 —pi

Y el nimero de moléculas de aceptor que emiten fluorescencia es:

[(K) (ex) + (K) (ep) (pr)] [1 — (pra)]

Si la probabilidad de detectar una emisién del aceptor en la ventana de emisién del aceptor es Pa4, entonces el
nimero de emisiones del aceptor observadas es:

(Pan) [(K) (ea) + (K) (ep) (Pp)] [1 = (pra)]

Finalmente, si la probabilidad de observar una emisién del donador en la ventana de emisién del aceptor es ppa,
entonces el nimero de emisiones observadas (tanto D como A) en la ventana de emision del aceptor es:

(paa) [(K) (ex) + (K) (ep) (pr)] [1 = (pra)] + (ppa) (K) (ep) (1 — pr — Pro)

Puesto que las mediciones de fluorescencia son relativas y K estd presente en todos los términos, si eliminamos
K y reordenamos, la intensidad observada en la ventana del donador es proporcional a (excitacién del donador) -
(transferencia de energia):

(ep) (pop) (1 = pro) — (ep) (Pop) (Pr) D

y la intensidad observada en la ventana del aceptor es proporcional a (excitacion del aceptor) + (transferencia de
energia) + (emisién del donador en la ventana del aceptor):

(ea) (Paa) (1 = pra) + (ep) (Pop) (Pr) (1 = pra) + (€p) (Ppa) (1 = Pro — PF) 2)

A medida que la transferencia de energia de resonancia aumenta, la sefial del donador disminuye y la sefial del
aceptor aumenta. El porcentaje de cambio de la sefial depende de la intensidad de luz de fondo en cada ventana.
Con altas concentraciones de sondas, esta intensidad de luz de fondo es alta. Durante la PCR, cuando se necesita
monitorizar concentraciones de diana (producto) variantes, no es posible hacer coincidir la concentracién de donador
con la concentracién de diana. Las moléculas de donador en exceso contribuyen a la intensidad de luz de fondo en
las ventanas de donador y de aceptor y enmascaran parcialmente los fendmenos de transferencia de energia. La luz
de fondo en la ventana del aceptor no solamente procede de la emisidn del donador en la ventana del aceptor, sino
también de la excitacion directa del aceptor. Este fondo puede minimizarse con un bajo e, y una baja Pp,.

El par de transferencia de energia por fluorescencia fluoresceina/rodamina, utilizado habitualmente para la detec-
cion de 4cido nucleico, tiene una alta fluorescencia de fondo. Tanto la excitacion directa del aceptor (e,, aproximada-
mente el 10% de eyax) como la emisién del donador a longitudes de onda utilizadas para detectar emision del aceptor
(Ppa, aproximadamente al 20% de la emision méaxima) son altas. Este par puede utilizarse para monitorizar la hibrida-
cién si la concentracion de sonda se acerca a la concentracion diana y se permite el tiempo suficiente para completar
la hibridacién. Este no es un par ttil de fluoréforos para la monitorizacién continua de la PCR puesto que se requieren
altas concentraciones de sonda y la concentracién de plantilla en la PCR estd cambiando continuamente.

La monitorizacién de la concentracién de producto durante la PCR mediante hibridacién no ha sido posible en
el pasado puesto que no se ha descubierto un par de transferencia de energia de resonancia aceptable. Se han hecho
unos pocos intentos de utilizar transferencia de energia de resonancia para la deteccién directa “no competitiva” de
la hibridacién. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.565.322 afirma que “la eficacia de transferencia de
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energia observada en términos de re-emisidn por el aceptor era relativamente baja”. A concentraciones de sonda que
son lo suficientemente altas para que se produzca hibridacidn significativa en segundos, la fluorescencia de fondo es
demasiado alta.

La fluoresceina es quizas el fluoréforo utilizado mas ampliamente. Su coeficiente de extincion y eficacia cudntica
son altos y su utilizacién estd muy extendida en microscopia, inmunoensayos y citometria de flujo. Es el donador en
un par de transferencia de energia de resonancia utilizado habitualmente con rodamina. Cy5 es un fluoréforo popular
de re-emisién con un coeficiente de extincién muy alto. La estructura del éster de N-hidroxisuccinimida de Cy5 se
muestra en la figura 6, y la estructura del colorante relacionado CyS5.5, se muestra en la figura 7. Estos colorantes son
colorantes de indodicarbocianina que se utilizan habitualmente en citometria de flujo y secuenciadores de fluorescen-
cia automatizados y estdn disponibles de Amersham (Pittsburg, PA). Tanto la fluoresceina como Cy5 estan disponibles
en el mercado como amiditas para incorporacién directa automatizada en oligonucleétidos. Sin embargo, nunca se
ha descrito Cy5 como par de transferencia de energia de resonancia con fluoresceina. De forma intuitiva, la emisién
de fluoresceina y la absorcién de CyS5 no se solapan lo suficiente para considerar la transferencia de energia de re-
sonancia. El espectro de emision de la fluoresceina y el espectro de absorcién de Cy5 unido a oligonucledtidos se
muestran en la figura 8. Cuando las dreas bajo las curvas se normalizan, el solapamiento de los espectros técnicos
es del 19%. La excitacién de Cy5.5 se desplaza al rojo en aproximadamente 25 nm, disminuyendo adicionalmente
el solapamiento con la emisién de fluoresceina a aproximadamente el 15%. Trabajar en la region roja/infrarroja del
espectro es ventajoso cuando se seleccionan componentes pticos para instrumentacién. Pueden utilizarse diodos laser
para la iluminacion, los detectores de fotodiodos tienen una sensibilidad excelente y la mayor parte de los materiales
tienen una autofluorescencia minima en la region espectral pertinente.

A pesar de un bajo solapamiento de espectros, se ha descubierto que la fluoresceina y Cy5 o Cy5.5 forman un
excelente par de transferencia de energia de resonancia para la monitorizacién de la hibridacion durante la PCR.

Ejemplo 3
(Ejemplo de referencia)

Se amplificé un fragmento de beta-globina de 110 pares de bases a partir de 50 ng de ADN gendémico humano
segun el procedimiento del Ejemplo 2 con las sondas internas CAAACAGACA CCATGGTGCA CCTGACTCCT
GAGGA-fluoresceina (SEQ ID N°: 3) y Cy5-GAAGTCTGCC GTTACTGCCC TGTGGGGCAA G-p (SEQ ID N°:
18) a 0,2 uM cada una y 0,8 U de KlenTaql polimerasa (una variante de Taq polimerasa deficiente en 5’-exonucleasa
- Patente de Estados Unidos N° 5.436.149) en una reaccion de 10 ul. Las sondas hibridaban internamente con los
cebadores en la misma cadena y eran inmediatamente adyacentes sin bases intermedias algunas.

Las sondas y los cebadores se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita estdndar como se conoce en la técni-
ca, utilizando Pharmacia Biotech Gene Assembler Plus (Piscataway, New Jersey). La sonda marcada con fluoresceina
en el extremo 3’ se sintetiz6 en una casete CPG marcada con fluoresceina (Glen Research, Sterling. VA) con el tritilo-
ON final para ayudar con la purificacién por HPLC de fase inversa en C 18. El pico de elucioén tardio se recogid y el
grupo tritilo se eliminé en un PolyPack (Glen Research). El oligonucleétido marcado con fluoresceina se eluyé con
acetonitrilo al 50% y se purificé de nuevo mediante HPLC de fase inversa en C 18. La sonda marcada con Cy5 en 5’
se sintetizé con un agente de fosforilacién quimica en el extremo 3° (Glen Research) y afiadiendo una amidita Cy5
(Pharmacia) al extremo 5’ durante la sintesis de tritilo-OFF. Las secuencias fallidas se eliminaron mediante HPLC de
fase inversa en C 18. La pureza de la sonda se comprobd con electroforesis en poliacrilamida y la absorbancia del
colorante y el oligonucleétido.

La HPLC se realiz6 en una columna Hypersil ODS de 4 x 250 mm (Hewlett Packard) con una fase mévil de acetato
de trietanolamina 0,1 M y un gradiente de acetonitrilo a 1 ml/min. El eluato se monitorizé para absorbancia (A,q) y
fluorescencia (excitacién a 490 nm y emisién a 520 nm para fluoresceina y excitacién a 650 nm y emisién a 670 nm
para Cy5). Los oligonucledtidos tritilados y marcados con fluoresceina se eluyeron con un gradiente de acetonitrilo al
10-20% vy los oligonucledtidos marcados con Cy5 se eluyeron en un gradiente de acetonitrilo al 10-40%.

El ciclado de temperaturas fue de 94°C durante 0 segundos con una velocidad de aproximacién programada de
20°C/segundo, 60°C durante 20 segundos con una velocidad de aproximacién de 20°C/segundo y 75°C durante O
segundos con una velocidad de aproximacién de 1°C/segundo en un ciclador rapido de temperaturas por fluorescencia
capilar. Durante el ciclado de temperaturas, se adquiri6 la fluorescencia de fluoresceina y Cy5 en cada ciclo al final del
segmento de fijacion/extension. Se observd la transferencia de energia de resonancia tanto como una disminucién de
la fluorescencia de fluoresceina cémo en un aumento de la fluorescencia de Cy5, comenzando aproximadamente en el
ciclo 26 de amplificacién (figura 9). En general, se prefiere la observacién de la proporcién de fluorescencia de Cy5
con respecto a fluoresceina.

Los inesperadamente buenos resultados con el par de fluoresceina/Cy5, como minimo, pueden racionalizarse par-
cialmente. La integral de solapamiento, J,, depende no solamente del solapamiento de espectros, sino también del
coeficiente de extincion del aceptor (Cy5 tiene un coeficiente de extincién de 250.000 M~ cm™ a 650 nm) y de la 4*
potencia de la longitud de onda. Todos estos factores favorecerdn una alta Jp, para CyS5, incluso dado un solapamiento
de espectros bajo. Recientemente, la ficoeritrina y Cy7 mostraron ser un tindem de sonda eficaz para inmunofluo-
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rescencia, a pesar del bajo solapamiento espectral. En un ejemplo posterior, se demuestra la utilidad de fluoresceina
y Cy5 como marcas en sondas de hibridacién. Puede utilizarse la transferencia de energia de resonancia por fluo-
rescencia para monitorizar la hibridacién de 4cido nucleico incluso cuando los colorantes que interactiian tienen un
solapamiento espectral bajo. La utilizacién de fluoresceina con Cy5, Cy5.5 y otros colorantes que emiten en rojo o en
infrarrojo como pares de transferencia de energia de resonancia para monitorizar la hibridacién no se ha reconocido
anteriormente. La fluoresceina tiene una larga “cola” de emision que va hasta 600 nm, 700 nm y mads all4, que puede
utilizarse para excitar a estos colorantes del rojo lejano e infrarrojo. La velocidad de transferencia de energia depende
de la integral de solapamiento, pero también se ve afectada por la 6° potencia de la distancia entre los fluor6foros.
Si las sondas se disefian de modo que los colorantes de transferencia de energia de resonancia estén muy proximos,
la velocidad de transferencia es alta. Como minimo, con fluoresceina/Cy5, fluoresceina/Cy5.5 y pares similares, la
transferencia de energia de resonancia parece predominar sobre la inhibicién por colisién y otras formas de pérdida de
energia cuando los fluoréforos estan proximos entre si, como en el ejemplo anterior donde los fluoréforos estan unidos
a sondas adyacentes sin bases intermedias.

La utilidad potencial de un par de transferencia de energia de resonancia para sondas de hibridacién puede juzgarse
observando el cambio de la proporcién de intensidad de la luz en las ventanas del donador y del aceptor a transferencia
de energia de resonancia minima y maxima. Una manera de obtener transferencia minima y méxima es unir ambos
fluoréforos al mismo oligonucleétido y medir la proporcién de fluorescencia antes y después de la digestién con
fosfodiesterasa.

Ejemplo 4
(Referencia)

La sonda marcada doblemente con fluoresceina/Cy5 Cy5-CTGCCG-F-TACT GCCCTGTGGG GCAAGGp (SEQ
ID N°: 19) se sintetizé mediante quimica de fosforamidita estdndar, donde p es un fosfato 3’ terminal (reactivo de
fosforilacion quimica, Glen Research), F es un resto de fluoresceina introducido como amidita con un esqueleto de 2-
aminobutil-1,3-propanodiol para mantener la distancia natural internucleotidica de 3 carbonos del fosfodiéster (Clon-
Tech, Palo Alto, CA) y CyS5 se afiade como la amidita (Pharmacia). La proporcién de Cy5 con respecto a fluoresceina
en Tris 0,1 M, pH 8,0 se obtuvo antes y después de la exhaustiva hidrdlisis con fosfodiesterasa (Sigma, St. Louis, MO).
El cambio de la proporcién de fluorescencia era de 220 veces después de la hidrdlisis. Una sonda marcada doblemente
con fluoresceina/rodamina F-ATGCCCT*CCC CCATGCCATC CT-GCGTp (SEQ ID N°: 20) se adquiri6 de Perkin
Elmer (Foster City, CA), donde F es fluoresceina y * es una rodamina unida a un resto T modificado mediante un
brazo enlazador de amino. El cambio de la proporcion de fluorescencia (rodamina con respecto a fluoresceina) era de
22 veces después de la hidrélisis con fosfodiesterasa.

La sefial potencial del par de fluoresceina/Cy5 era 10 veces la del par fluoresceina/rodamina.

Ejemplo 5
(Referencia)

Se estudio el efecto de la proporcidn, concentracién y separacién de sondas de hibridacién adyacentes marcadas
con fluoresceina y Cy5 durante la PCR. Se utilizé la amplificacion del par de locus de beta-globina y sonda del Ejemplo
3 y se observé el mdximo cambio en la proporcién de fluorescencia de CyS5 con respecto a fluoresceina. La maxima
sefial se produjo cuando la proporcién de sondas marcadas con Cy5 con respecto a las marcadas con fluoresceina era
de 2:1 (figura 10). A esta proporcion de 2:1, la mejor sefial se produjo a una concentracion de sonda con fluoresceina
de 0,2 uM y a una concentracién de sonda marcada con Cy5 de 0,4 uM (figura 11). El nimero 6ptimo de bases
intermedias entre sondas de hibridacién adyacentes durante la PCR también se determiné. Varias sondas de la misma
longitud pero ligeramente desplazadas en su posicion de hibridacién se sintetizaron segin el Ejemplo 3, de modo que
cuando hibridaban con la diana de beta globina, quedaban 0, 1, 2, 3, 4 6 6 bases entre las sondas. La sefial mds alta
durante la PCR se produjo con una base intermedia (figura 12). Aunque se detect6 algo de transferencia de energia de
resonancia a una separacién de 15 e incluso 25 bases, se producia una transferencia mucho mejor a 0-5 bases.

Heller y otros, (Patente de Estados Unidos N° 4.996.143), descubrieron que la eficacia de transferencia de energia
disminufa a medida que el nimero de nucleétidos entre fluor6foros disminuia de 4 a 0 unidades. Por el contrario, la
mejor transferencia de energia con el par fluoresceina/Cy5 se observaba a de 0 a 2 nucleétidos intermedios.

Meétodo de la sonda de hibridacidn. Si se sintetizan 2 sondas que hibridan de forma adyacente en una diana y cada
una se marca con un fluor6foro de un par de transferencia de energia de resonancia, la transferencia de energia de
resonancia aumenta cuando se produce hibridacién (figura 5C). El par de fluoresceina/rodamina es el que se utiliza
mads habitualmente para la deteccién de 4cido nucleico.

En el presente documento se describe un método de hibridacién homogénea especifica de secuencia para la de-
teccion de productos de la PCR. No es obvio cémo conseguir esto. La utilizacién de sondas de hibridaciéon durante
la amplificacion va en contra del razonamiento. No se observa que pueda producirse la hibridacién de la sonda y
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la extensién de polimerasa. Para conseguir fluorescencia especifica de secuencia, las sondas deben hibridar, pero las
sondas no pueden hibridar si la polimerasa es para completar la extension del cebador y amplificar exponencialmente
el ADN.

Una solucidn a este problema es utilizar una tinica sonda doblemente marcada y utilizar la actividad 5’-exonucleasa
de las ADN polimerasas termoestables habituales para escindir la sonda durante la extension, separando de este modo
los 2 fluoréforos. En este caso, la sefial de fluorescencia surge de la separacion del par de transferencia de energia de
resonancia después de la hidrélisis de la sonda (figura 5B), en lugar de la aproximacién de los fluor6foros mediante
hibridacién adyacente (figura SC). Sin embargo, las sondas doblemente marcadas son dificiles de preparar, requiriendo
la adicién manual, cémo minimo, de un fluoréforo al oligonucleétido y habitualmente requieren purificacién extensiva.
Las sondas son caras, y dos sondas doblemente marcadas son necesarias para la cuantificacién competitiva de una
diana o para deteccion de la mutacion. Una preocupacién adicional es que la fluorescencia observada depende de la
cantidad acumulativa de sonda hidrolizada, no directamente de la cantidad de producto presente en cualquier ciclo
dado. Esto da como resultado un aumento continuado de fluorescencia incluso después de que se alcance la meseta
de la PCR. Finalmente y lo mds importante, la hidrélisis de la sonda no siempre se produce durante la extensién de
polimerasa, un efecto que no se entiende bien. Por ejemplo, la sonda marcada doblemente con fluoresceina/Cy5 del
Ejemplo 4 mostré una hidrélisis muy mala durante la PCR cuando estaba flanqueada por cebadores. De hecho, se
prepararon varias sondas doblemente marcadas con fluoresceina/Cy5, incluyendo aquellas con marcas terminales, y
todas mostraban mala hidrdlisis y generacion de sefiales durante la amplificacion.

La deteccién homogénea de productos de la PCR con sondas de hibridacién adyacentes resolveria muchos de los
problemas del sistema de 5’-exonucleasa. La sintesis de sondas de hibridaciéon adyacentes es relativamente sencilla
puesto que estdn disponibles amiditas de fluoresceina y Cy5 para la incorporacién directa durante la sintesis automati-
zada y no se requiere el marcado doble de una sonda. Puesto que su fluorescencia es el resultado de la hibridacién, no
de la hidrolisis, la dependencia de la temperatura de la fluorescencia de la sonda podia utilizarse para la deteccion y
cuantificacién de mutacién. Sin embargo, la utilizacién de sondas de hibridacién adyacentes para la deteccién homo-
génea de productos de la PCR no se ha descrito anteriormente. Sorprendentemente, puede producirse hibridacién para
la generacidn de sefiales y amplificacién mediante extension de polimerasa a través del drea bloqueada por las sondas.

Ejemplo 6
(Referencia)

Se amplificé un fragmento de beta-globina de 110 pares de bases a partir de ADN gendémico con sondas adyacentes
marcadas con fluoresceina y Cy5 como se describi6 en el Ejemplo 3. Se utilizaron 0,4 U (Taq) 6 0,8 (fragmento
Stoffel, Perkin Elmer o Klen Taql) de enzima en reacciones de 10 ul. A menos que se indique lo contrario, el ciclado
de temperatura era a 94°C durante 0 segundos con una velocidad de aproximacién programada de 20°C/segundo,
60°C durante 20 segundos con una velocidad de aproximacion de 20°C/segundo y 75°C durante 0 segundos con una
velocidad de aproximacién de 1°C/segundo. La figura 13 muestra el desarrollo de fluorescencia mediante 2 sondas de
hibridacién adyacentes inmediatamente después de que la plantilla se amplificara durante 30 ciclos. Después de una
breve desnaturalizacién a 94°C, la temperatura se rebajé a 60°C y la fluorescencia aumentaba durante aproximadamente
20 segundos. La magnitud de la sefial es mayor con una polimerasa deficiente en exonucleasa (fragmento Stoffel)
que con Taq polimerasa nativa que incluye actividad 5’-exonucleasa. Después de aproximadamente 20 segundos,
la fluorescencia cae a medida que la polimerasa se desplaza y/o hidroliza las sondas. La disminucién relativa de la
fluorescencia es relativamente mds rdpida cuando la polimerasa tiene actividad 5’-exonucleasa (Taq ADN polimerasa)
que cuando carece de esta actividad (fragmento Stoffel).

En la figura 14 (panel superior), la temperatura se cicla entre 94°C y 60°C con un mantenimiento a 60°C durante
20 segundos. La fluorescencia se adquiere al finalizar los 20 segundos cuando la fluorescencia es maxima. La bue-
na amplificacion se produce con Taq (exo~), pero no con fragmento Stoffel (exo™) como se verifica tanto mediante
desarrollo de fluorescencia como mediante geles de agarosa (no se muestran los geles). Sin embargo, si el tiempo a
60°C aumenta de 20 segundos a 120 segundos (figura 14, panel central), la polimerasa exo™ amplifica bien. La mas
lenta velocidad de desplazamiento de la sonda con una polimerasa exo~ aparentemente requiere mas tiempo a 60°C
para la amplificacién eficaz que la polimerasa exo~. El tiempo requerido por polimerasas exo~ puede reducirse aumen-
tando lentamente la temperatura de 60°C a 75°C (figura 14, panel inferior). La polimerasa se detiene cuando alcanza
la sonda. Sin embargo, a las temperaturas de fusién de la sonda, las sondas se funden de la plantilla y la polimerasa
continua sin impedimentos para completar la polimerizacién de la cadena. La polimerizacién se completa siempre que
la temperatura no se eleve demasiado rdpido después de la fusién de la sonda. La figura 14 (panel inferior) muestra
una polimerasa exo~ (Taq) y dos polimerasas exo~ (fragmento Stoffel y Klen Taq 1).

Cuando la actividad exonucleasa estd presente, parte de la sonda se hidroliza cada ciclo como se demuestra me-
diante una disminucién de la fluorescencia con amplificacion extensiva. Esto se observa en las figuras 13 y 14 (paneles
central e inferior), pero no se produce con polimerasas exo~. Puesto que la fluorescencia es estable en amplificacién
extensiva, se prefieren las polimerasas exo™ tales como KlenTaq 1.

El éxito de la utilizacion de sondas de hibridacion adyacentes para monitorizar la PCR depende de varios factores.
La transferencia de energia de resonancia se maximiza cuando hay cualquiera de 0 a 2 bases intermedias entre sondas
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de hibridacién adyacentes. Para aumentar la fracciéon de cadenas que hibridan con las sondas antes de que el cebador
se extienda a través del drea de hibridacién de la sonda, las temperaturas de fusion de la sonda deben ser mayores que
las temperaturas de fusién del cebador (preferiblemente > 5°C).

Fluorescencia ciclo por ciclo. El anélisis convencional del punto final de la amplificacién de ADN mediante elec-
troforesis en gel identifica el tamafio del producto y estima la pureza. Sin embargo, dado que la amplificacién es
inicialmente estocdstica, a continuacidon exponencial, y finalmente estagnante, la utilidad del andlisis del punto final se
limita a la cuantificacion. En el presente documento se describe la monitorizacién ciclo por ciclo con sondas de hibri-
dacién para la cuantificacién del nimero de copias de la plantilla inicial. Tal como se apreciara por los expertos en la
materia, la monitorizacién de una vez por ciclo de muestras multiples que experimentan la amplificacién del ADN es
una potente herramienta cuantitativa. La monitorizacion ciclo por ciclo se consigue mediante la adquisicion de fluo-
rescencia durante la extension o la fase combinada de fijacién/extension de cada ciclo y relacionando la fluorescencia
con la concentracién del producto.

Ejemplo 7

La monitorizacién ciclo por ciclo de la PCR se realiz6 mediante tres técnicas de fluorescencia diferentes. La
fluorescencia se monitorizé mediante (i) el colorante especifico de doble cadena, SYBR™ Green I (ii) una dismi-
nucién en la inhibicién de la fluoresceina por rodamina tras la division de exonucleasa de una sonda de hidrdlisis
doblemente marcada (Ejemplo Comparativo) y (iii) la transferencia de energia de resonancia de la fluoresceina a la
Cy5 mediante sondas de hibridacién adyacentes (Ejemplo Comparativo). Los reactivos y las condiciones de ampli-
ficacién fueron las descritas en el Ejemplo 2. Los cebadores RS42/KM29 (536 pares de bases) y PC03/PC04 (110
pares de bases) de la beta-globina humana se describen en C.T. Wittwer y otros, “Automated polymerase chain re-
action in capillary tubes with hot air” (“Reaccién en cadena de la polimerasa automatizada en tubos capilares con
aire caliente”), 17 Nucl. Acids. Res. 4353-4357 (1989), que se incorpora en el presente documento por referencia.
El ciclado de temperaturas para la beta-globina fue de 95°C como maximo, 61°C como minimo, 15 segundos a 72°C
y una velocidad promedio entre temperaturas de 5,2°C/s. Los cebadores de beta-actina y la sonda dual de fluores-
ceina/rodamina se obtuvieron de Perkin Elmer (no. N808-0230). El ciclado de temperaturas para la beta-actina fue
de 94°C como méximo, 15 segundos a 60°C con una velocidad promedio entre temperaturas de 6,2°C/s. Las son-
das marcadas individualmente 5’-CAAACAGACA CCATGGTGCA CCTGACTCCT GAGGA-fluoresceina-3’ (Se-
cuencia de Identificacién (SEQ ID No:3) y 5’-Cy5-AAGTCTGCCG TTACTGCCCT GTGGGGCAAGp (SEQ ID
No:4) se sintetizaron como en el Ejemplo 3. Estas sondas adyacentes se hibridan de forma interna al par de ceba-
dores de la beta-globina PC03/PC04 en la misma cadena de ADN y estdn separadas por un par de bases. El ciclado
de temperaturas fue de 94°C como maximo, 20 segundos a 59°C con una velocidad promedio entre temperaturas
de 7,0°C/s. Las sondas de hibridacién (beta-actina y beta-globina) se utilizaron cada una a una concentracién de
0,2 uM.

Cuando se monitorizan muestras multiples una vez por ciclo con SYBR™ Green I, se puede distinguir un intervalo
de 107 a 10® de concentracion inicial de plantilla, tal como se representa en la figura 15. Esta amplificacion es de un
fragmento de 536 pares de bases del gen de la beta-globina, con SYBR™ Green I como colorante especifico de doble
cadena. Cuando se normalizaron los datos como el porcentaje de fluorescencia maxima de cada muestra, se separaron
claramente cien copias iniciales de diez copias. Sin embargo, la diferencia entre una y diez copias era marginal, y no
se observé diferencia entre cero y una copia de promedio por muestra.

Por el contrario, las sondas especificas de secuencia tienen un intervalo dindmico similar, pero parecen discriminar
incluso una unica copia de plantilla inicial de controles negativos. La generacion de la sefial con sondas 5’-exonuclea-
sa (fragmento beta-actina, figura 16) depende no solamente de la sintesis de ADN, sino que requiere hibridacion e
hidrélisis entre los fluoréforos de la sonda doblemente marcada. La hidr6lisis reduce la inhibicién y la proporcién de
emision de fluorescencia de fluoresceina con respecto a rodamina aumenta. Mientras que la fluorescencia de colorantes
de doble cadena disminuye con un ciclado excesivo (figura 15), la sefial de sondas de exonucleasa sigue aumentando
con cada ciclo (figura 16). Incluso aunque no se estd sintetizando producto neto, la hibridacién y la hidrélisis de la
sonda siguen produciéndose. A medida que el nimero de copias de la plantilla disminuye por debajo de 10°, Ia in-
tensidad de la sefial disminuye, pero bajos nimeros de copias pueden seguir cuantificindose, puesto que la sefial del
control negativo es estable.

En la figura 17 la amplificacién se monitoriza utilizando sondas de hibridacién adyacentes y se expresa como un
proporcién de fluorescencia de Cy5 con respecto a fluoresceina. El cambio de proporcion de fluorescencia se debe en
gran medida a un incremento de la fluorescencia de CyS5 a partir de la transferencia de energia de resonancia (figura 9).
Al contrario que las sondas de hidrdlisis doblemente marcadas, la sefial de fluorescencia de las sondas de hibridacién
disminuye a altos nimeros de ciclos si la polimerasa contiene una actividad exonucleasa (véase también la figura
14). Dos métodos diferentes para la deteccion de transferencia de energia de resonancia de hibridacién durante la
PCR se demostrardn posteriormente como ejemplos comparativos. El primer método utiliza dos sondas de hibridacién
adyacentes, una marcada en 3’ con fluoresceina y la otra marcada en 5’ con Cy5. A medida que se acumula producto
durante la PCR, las sondas hibridan préximas entre si durante el fragmento de fijacion de cada ciclo. El segundo
método utiliza un cebador marcado con Cy5 y una tnica sonda de hibridacién. El cebador marcado se incorpora en el
producto de la PCR durante la amplificacion y solamente es necesaria una tnica hibridacién.
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Ejemplo 8

La monitorizacién ciclo por ciclo de la PCR se realiz6 mediante transferencia de energia de resonancia entre un
cebador marcado con Cy5 y una sonda de hibridacién marcada con fluoresceina. Esto se comparé con la monitoriza-
cion con sondas de hibridacién con CyS/fluoresceina adyacentes. El cebador marcado con Cy5 era CAACTTCATC
CACGT*TCACC (SEQ ID N°: 21) donde T* es una base T modificada con Cy5 unida y la sonda correspondiente era
GTCTGCCGTT ACTGCCCTGT GGGGCAA-fluoresceina (SEQ ID N°: 22). Las sondas de hibridacién adyacentes
eran CCTCAAACAG ACACCATGGT GCACCTGACT CC-fluoresceina (SEQ ID N°: 23) y Cy5-GAAGTCTGCC
GTTACTGCCC TGTGGGGCAAp (SEQ ID N°: 24). Las sondas de hibridacion se sintetizaron segin el Ejemplo 3 y
se utilizaron a 0,2 uM. El cebador marcado con Cy5 se sintetizé en dos etapas. Se utilizé sintesis automatizada para
incorporar un modificador de amino C6dT (Glen Research) en la posicion T deseada. A continuacidn, el éster de N-
hidroxisuccinimida monovalente de Cy5 (figura 6) se conjugé de forma manual con en enlazador de amino segun las
instrucciones del fabricante (Amersham). La purificacién mediante HPLC era como se ha descrito en el Ejemplo 3.

Se utilizé el cebador marcado con Cy5 (0,5 uM) en lugar de PC04 para amplificar el fragmento de beta-globina
de 110 pares de bases de ADN gendémico humano como en el Ejemplo 3, excepto que se utilizaron 0,4 U de Taq
polimerasa por 10 ul. Las sondas de hibridacién adyacentes también monitorizaban la amplificacién del mismo frag-
mento de beta-globina. El ciclado de temperatura se realiz6 a 94°C durante 0 segundos y 60°C durante 20 segundos.
La fluorescencia se monitorizaba una vez cada ciclo al final del fragmento de fijacién/extensién. En ambos métodos,
la transferencia de energia por fluorescencia a Cy5 aumenta con la hibridacién y se representa como una proporcion
de fluorescencia de Cy5 con respecto a fluoresceina (figura 18).

En experimentos adicionales, se modificé el niimero de bases que separan la marca de CyS5 y la marca de fluores-
ceina. La mejor transferencia de energia de resonancia por fluorescencia se observd con aproximadamente 4-6 bases
entre los fluoréforos, aunque una sefial era detectable hasta como minimo con 15 bases.

Al contrario que las sondas de hidrdlisis, la sefial de fluorescencia de sondas de hibridacién no es acumulativa y
se desarrolla de nuevo durante cada fase de fijacién. La fluorescencia es una medida directa de la concentracién de
producto puesto que la hibridacion es una reaccién de pseudo-primer orden. Puesto que la concentracion de la sonda es
mucho mayor que la del producto, la fraccién de producto hibridada con la sonda es independiente de la concentracién
del producto. Estas caracteristicas indican que la utilizacién de una sonda individual de hibridacién junto con un
cebador marcado proporcionard una monitorizacioén superior de la acumulacién de producto para su cuantificacion.
La varianza inherente de las diferentes técnicas de fluorescencia durante la monitorizacién ciclo por ciclo es también
importante para la cuantificacion.

Ejemplo 9

Se realiz6 la amplificacién del ADN, segtin el Ejemplo 2, para cada uno de los tres métodos diferentes de monitori-
zacion de la fluorescencia. Se utiliz6 SYBR™ Green I en una dilucién 1:10.000 en la amplificacién de un fragmento de
205 pares de bases de beta-globina humana a partir de los cebadores KM29 y PC04. La sonda y las condiciones de hi-
drélisis son las especificadas en el Ejemplo 7. La sonda de hibridacién, TCTGCCGTTA CTGCCCTGTG GGGCAAG-
fluoresceina (SEQ ID No: 5) se utilizé con KM29 y el cebador marcado en Cy5 CAACTTCATCCACGTT*CACC
(SEQ ID No: 6), en la que T* era una base T marcada en CyS5, que se sintetizé como en el ejemplo 8. Todas las ampli-
ficaciones se realizaron en diez replicados con 15.000 copias de la plantilla (50 ng de ADN genémico humano/10 ul).
Los ciclos de temperatura fueron de 31 segundos de duracién (méximo de 94°C, 60°C durante 20 segundos, velocidad
promedio entre temperaturas de 6,2°C/s). La fluorescencia se adquirié para cada muestra entre los segundos 15 y 20
de la fase de fijacidn/extension.

La figura 19 permite la comparacién de tres técnicas de monitorizacién de la fluorescencia para la PCR. Las sondas
de fluorescencia son el colorante de ADN de doble cadena, SYBR™ Green I (figura 19A), una sonda de hidrdlisis de
fluoresceina/rodamina doblemente marcada (figura 19B), y una sonda de hibridacién marcada con fluoresceina con un
cebador marcado en Cy5 (figura 19C). Todas las sondas tenian casi la misma sensibilidad con la fluorescencia detecta-
ble que tenia lugar alrededor del ciclo 20. Con la amplificacién extendida, la sefial siguid incrementdndose con la sonda
de hidrdlisis, se nivel6 con el SYBR™ Green I, y disminuy6 ligeramente con la sonda de hibridacion. La precision
de las tres técnicas de monitorizacion de la fluorescencia se comparan en la figura 19D. Para cada punto se indican la
media +/- la desviacién estdndar. Los datos estan representados como el coeficiente de variacién (desviacion estandar/
media) de la proporcién de la fluorescencia sobre la linea base (tomada como el promedio de los ciclos 11-15).

A pesar de que el cambio en la proporcién de fluorescencia de la sonda de hidrélisis es mayor que la de la sonda de
hibridacién (figuras 19B y 19C), el coeficiente de variacién de la fluorescencia de las sondas de hidrdlisis es superior
(figura 19D). Es decir, la fluorescencia resultante del método con la sonda de hibridacién es mds precisa que el que
utiliza una sonda de hidrdlisis, aunque los niveles absolutos de la sefial son inferiores. Esta es una ventaja inesperada
de las sondas de hibridacion sobre las sondas de hidrdlisis doblemente marcadas mds habituales.

Cuantificacion del niimero de copias iniciales de la plantilla. La PCR cuantitativa se ha convertido en una impor-
tante técnica tanto en la investigacién biomédica como en el laboratorio clinico. El proceso de cuantificacion incluye
frecuentemente la elaboracion de una curva estandar de muestras que contienen nimeros de copias conocidos de la
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secuencia diana. El nimero de copias de una muestra desconocida se determina por extrapolacién entre los valo-
res conocidos. Cuando se monitoriza ciclo por ciclo una curva de amplificacién completa utilizando fluorescencia,
radioactividad o cualquier otro método que proporciona una sefial proporcional a la cantidad de ADN presente, se
dispone de muchos puntos para el andlisis y no estd claro qué valor elegir para representar una muestra estdndar o
desconocida. La técnica anterior se utiliza para elegir una “valor umbral” de la sefial y, a continuacién, utilizar el
nimero de ciclos cuando la muestra estdndar o desconocida traspasa ese umbral como valor representativo (véase
Higuchi y Watson, EPA 0 640 828 A1l). Esta aproximacion utiliza una cantidad muy pequefia de los datos disponi-
bles en una curva de amplificacién. Ademads, la asignacion del valor umbral es altamente subjetiva y estd sometido a
una desviacion consciente o inconsciente. En una curva de amplificacién se podrian utilizar objetivamente mds de los
datos disponibles mediante la aplicacion de técnicas de ajuste de curvas no lineales a los datos. Preferiblemente, se
podrian encontrar ecuaciones que describen la forma de las curvas de amplificacién mediante factores de modelacién
del proceso subyacente.

Se podrian utilizar un conjunto de diferentes ecuaciones para ajustar los datos obtenidos durante la amplificacion.
Las amplificaciones de ADN tienen, habitualmente, un fragmento logaritmico lineal y los datos en este fragmento
se pueden ajustar a una ecuacién que describe un incremento exponencial como el esperado en una amplificacién de
ADN. La parte logaritmica lineal de una amplificacién de ADN se puede describir mediante la siguiente ecuacién:

y = A*[ADN] % (1 + E)"

en la que

A es un factor de escala que convierte unidades de sefial en unidades de ADN; [ADN] es la concentracién inicial
de ADN en la reaccion;

E es la eficacia de la reaccion; y n es el nimero de ciclos.

Un proceso de cuantificacién implicaria: (1) el ajuste de los estdndares conocidos a esta ecuacién permitiendo la
flotacién de los pardmetros A y E, y (2) el ajuste de las muestras desconocidas a la ecuacién utilizando los valores de
Ay E a partir de los estdndares y permitiendo la flotaciéon de [ADN]. Esta técnica utiliza muchos mas datos y utiliza la
parte de los datos, la parte logaritmica lineal, que probablemente es mds informativa. Las figuras 20, 21 y 22 muestran
un ejemplo de esta aproximacion. Se amplificaron diluciones de diez veces de un producto de PCR purificado como
una curva estdndar y se utilizé un estdndar de ADN genémico humano “desconocido”. La figura 20 muestra que la
parte logaritmica lineal es identificada facilmente por el usuario o bien, mediante software. La figura 21 muestra un
ajuste de la ecuacion y = A*[ADN]*(1+E)" al estdndar de 10* copias. La figura 22 utiliza valores promedio de los
estandares para A y E y ajusta la [ADN]. El valor de ajuste de 16.700 estd muy préximo al valor tedrico para un gen
copia unico en el ADN genémico (15.000 copias).

La utilizacién de todos los datos en una curva de amplificacién incluiria el nivel de fondo y el valor del plateau.
Mientras que con un nimero de copias el valor del plateau no es informativo, con un nimero bajo de copias es
frecuentemente proporcional al nimero de copias iniciales. El nivel de fondo podria ser ttil en la determinacién del
primer punto que muestra un incremento significativo de la sefial. En este punto no se conocen todos los factores
implicados en la forma de la curva de amplificacién del ADN, asi que una aproximacién es describir la forma de la
curva. La figura 23 muestras las curvas de amplificacidon que utilizan sondas de hibridacién fluorescentes para detectar
rangos de magnitud de quinto orden de las concentraciones de la plantilla de ADN. Cada curva se ajusta a la ecuacion:

y = ((as*x+ab)-(ds*x+db))/(1+(x/c)"b)+(ds*x+db)

en la que “as” es el fondo de la linea inclinada, “ab” es la interseccidn de y con la linea de fondo, “ds” es la pendiente
de la linea plateau, “db” es la interseccion de y con la linea inclinada, “c” es el nimero de ciclo en el que la reaccién
estd a medio camino entre el fondo y la linea plateau (Asy), y “b” es la pendiente de la parte logaritmica lineal de la
amplificacion.

Esta ecuacién proporciona buenos ajustes a estos datos de amplificacidn, y la figura 24 muestra que el valor de la
Asg se correlaciona bien con el logaritmo del niimero de copias iniciales a lo largo de siete 6rdenes de magnitud. La
figura 25 muestra la misma ecuacién ajustada a los datos de amplificaciones que utilizaron una sonda de hidrélisis para
detectar una plantilla de ADN sobre un rango de 5 érdenes de magnitud. Esta ecuacién proporciona buenos ajustes a
estos datos de amplificacién, y la figura 26 muestra que el valor de la As, se correlaciona bien con el logaritmo del
nimero de copias iniciales. Esto demuestra la flexibilidad de la aproximacién completa del ajuste de la curva ya que
la ecuacidon ha proporcionado buenos ajustes tanto a los plateaus estrechos de las curvas de amplificacién con sondas
de hibridacién como a los “plateaus” de incremento estable de las curvas con sondas de hidr6lisis.

Los ajustes totales de las curvas no se limitan a esta ecuacién. La figura 27 muestra una amplificacién de tres
concentraciones de la plantilla de ADN ajustada a la ecuacién:

y = (((as*x+ab)-(dmax*x/dd+x))/(1+(x/c)"b))+(dmax*x/dd+x),
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que es similar a las primeras ecuaciones de 6 parametros excepto que el plateau se define mediante una curva hiper-
bolica en lugar de mediante una linea. La figura 28 muestra que la As, para esta ecuacién se correlaciona bien con el
nimero de copias iniciales.

Aunque la Ay, se ha utilizado en estos ejemplos, se podia elegir el nivel entre el fondo y el plateau si una técnica
particular es mas robusta, inferior o superior en el perfil de amplificacién. Por ejemplo, se evalda la mejor correlacién
entre el nimero de copias iniciales y la Ajg, la Ay, 1a Az, 1a Ay y la Asy en un conjunto de curvas estandar de
amplificacion. Se determina el nivel de amplificacién que mejor se correlaciona con el nimero de copias iniciales
conocidas. Esto serd diferente para los diferentes sistemas de deteccion. La figura 19 muestra el coeficiente de variacién
para varios sistemas de deteccion. El nivel de amplificacién que es el mejor indicador es probable que sea el nivel con
el coeficiente de variaciéon mas bajo.

Dado que la reaccién de amplificacion de ADN se entiende mejor por si misma, se podrian utilizar otras ecuacio-
nes que tienen parametros que reflejan los procesos fisicos. El plateau de la curva de amplificaciéon del ADN tiene
diferentes causas en diferentes reacciones. Frecuentemente es debido a la incapacidad de los cebadores de competir
con el producto en la refijacién en los ultimos ciclos. Este efecto se podria capturar con un pardmetro que depende
del cuadrado de la concentracion del producto en la reaccién (ya que la velocidad de refijacién es proporcional al
cuadrado de la concentracién de producto). Otra causa del plateau puede ser la deplecién de los cebadores. Las reac-
ciones limitadas por los cebadores tienen una forma caracteristica, tienen un plateau estrecho que se puede reconocer.
Los ajustes de la reaccién limitada por los cebadores incluirdn parametros que definen este maximo estrecho. Las
reacciones limitadas por las enzimas tienen un plateau redondo que se puede ajustar adecuadamente. Se pueden idear
factores del peso de manera que reflejen los coeficientes de variacién conocidos para el sistema dado cuanto mayor
es el peso, mas fiables son los puntos de los datos. Mediante el ajuste de mas puntos en un perfil de amplificacion, se
pueden obtener estimaciones mds precisas y robustas de un nimero inicial de copias. Se pueden utilizar uno o mas de
los parametros de estos ajustes para estimar el nimero inicial de copias de muestras desconocidas.

Monitorizacién continua de la fluorescencia de la PCR. A continuacién, se describird la caracteristica de la pre-
sente invencion de monitorizacién continua, es decir, la monitorizacién de forma repetida dentro de cada ciclo de la
PCR. Aunque la monitorizacién de la fluorescencia durante la PCR se puede realizar una vez en cada ciclo a una
temperatura constante, la presente invencion proporciona la ventaja importante de proporcionar una monitorizacion
continua a lo largo del ciclo de la PCR. La temperatura es importante porque la fluorescencia cambia a medida que
cambia la temperatura. Las figuras 29A y B muestran la relacion inversa entre la temperatura y la fluorescencia para el
SYBR™ Green I. Este es un efecto desconcertante durante el ciclado de temperaturas que se elimina, habitualmente,
considerando la fluorescencia sélo una vez por ciclo a una temperatura de extension constante. Sin embargo, segtin
la presente invencién, la monitorizacién de la fluorescencia durante los cambios de temperatura es muy informativa.
Anteriormente a la presente invencidn, no se ha realizado la monitorizacién continua de la fluorescencia dentro de cada
ciclo, en oposicién a una vez por cada ciclo. Segin la presente invencidn, se obtienen datos de tiempo, temperatura y
fluorescencia cada segundo, cada 200 ms, cada 100 ms o incluso a una frecuencia mayor. Dichos datos pueden revelar
detalles exactos de la desnaturalizacion, refijacién y extension del producto, y la fijacién y fusién de la sonda durante
el ciclado rapido, que no estan disponibles en los métodos disponibles previamente.

Ejemplo 10

Se amplificé un fragmento de 180 pares de bases del gen del antigeno de superficie de la hepatitis B a partir de 10°
copias del producto purificado de la PCR utilizando cebadores 5’-CGTGGTGGAC TTCTCTCAAT-3’ (SEQ ID No:
1),y 5’-AGAAGATGAG GCATAGCAGC-3’ (SEQ ID No: 2) (Secuencia HVHEPB del Banco de Genes). Se siguieron
las condiciones de amplificacién del Ejemplo 2, a excepcién de que la reaccién contenia una dilucién 1:20.000 del
SYBR™ Green I y MgCl, 2 mM. Cada ciclo de temperaturas fue de 27 segundos (maximo de 92°C, minimo de 59°C, 5
s a 70°C, velocidad promedio entre temperaturas de 3,0°C/s). Se adquirieron datos de tiempo, temperatura, y 2 canales
de fluorescencia cada 200 ms y se mostré de forma continua como las representaciones de la fluorescencia frente
al numero de ciclos y la fluorescencia frente a la temperatura. La figura 30 muestra un rastreo tridimensional de la
temperatura, el tiempo y la fluorescencia para los ciclos 10 a 34. Esta curva tridimensional también se proyecta en la
figura 30 como representaciones bidimensionales de la temperatura frente al tiempo, la fluorescencia frente al tiempo,
y la fluorescencia frente a la temperatura. La proyeccién de la temperatura frente al tiempo de la figura 30 se repite
para cada ciclo y proporciona, esencialmente, la misma informacién que la establecida en la figura 3. Dado que la
fluorescencia varfa de forma inversa con la temperatura, la proyeccién de la fluorescencia frente al tiempo mostrada
en la figura 30 en los ciclos iniciales es una imagen especular a escala de la representacion de la temperatura frente al
tiempo (véase la figura 29). A medida que se acumula el producto, la fluorescencia aumenta a cualquier temperatura
con el producto de doble cadena. Sin embargo, a temperaturas de desnaturalizacidn, la fluorescencia vuelve a la linea
base ya que sélo estd presente ADN de cadena sencilla. La proyeccién de la fluorescencia frente a la temperatura de
los colorantes de doble cadena mostrada en la figura 30 elimina el eje del tiempo y muestra la dependencia con la
temperatura del tipo de cadena durante la amplificacién del ADN.
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Ejemplo 11

Se amplificé un fragmento de 536 pares de bases del gen de la beta-globina humana a partir de 25 ng de ADN
genémico y una dilucién 1:10.000 del SYBR™ Green 1 en un volumen de 5 ul. Cada ciclo de temperaturas fue
de 28 segundos (méaximo de 95°C, minimo de 61°C, 15 s a 72°C con una velocidad promedio entre temperaturas
de 5,2°C/s). El resto de condiciones son las mismas que las descritas en la figura 30. Se muestran los ciclos 15-
40. La dependencia con la temperatura del tipo de cadena del producto durante la PCR se observa mediante las
representaciones de la fluorescencia frente a la temperatura que se utilizan tal como se describe en la figura 31.
Los ciclos iniciales representados aparecen idénticos, con un incremento no lineal de la fluorescencia a temperaturas
inferiores. A medida que se lleva a cabo la amplificacion, los ciclos de temperaturas aparecen como bucles ascendentes
entre las temperaturas de fijacién y desnaturalizacién. A medida que la muestra se calienta, la fluorescencia es elevada
hasta que tiene lugar la desnaturalizaciéon. A medida que se enfria la muestra, la fluorescencia aumenta, reflejando la
refijacién del producto. Cuando la temperatura es constante durante la extension, el incremento de la fluorescencia se
correlaciona con la sintesis de ADN adicional.

Tal como se valorara del entendimiento de esta descripcidn, la monitorizacién continua dentro de un ciclo puede
proporcionar elementos para comprender la mecdnica de la amplificacién de ADN que no estaban disponible previa-
mente en la técnica. Utilizando la presente invencion, se entienden muchos aspectos de la amplificacién de ADN que
hasta ahora no se habian entendido demasiado. Por ejemplo, la amplificacién de ciclo rdpido constata la desnaturali-
zacion del producto en menos de un segundo, mientras que la técnica anterior utiliza de diez segundos a un minuto de
desnaturalizacion. La observacion de la fusion del producto mediante la monitorizacién de la fluorescencia en tiempo
real con colorantes de doble cadena, segun la presente invencion (figuras 30 y 31), muestra que la utilizacién de tiempos
mas cortos de desnaturalizacion es eficaz. Como otro ejemplo, se han propuesto muchas causas del conocido “efecto
plateau”, pero se disponen de muy pocos datos para distinguir entre las alternativas. Tal como se muestra en la figura
31, la refijacién del producto es muy rapida. De hecho, durante los ciclos posteriores de la amplificacién, la mayor
parte del producto se refija en cada ciclo durante el enfriamiento antes de alcanzar la temperatura de fijacion del ceba-
dor. Esto tiene lugar con velocidades de enfriamiento de 5-10°C/s en la instrumentacién de ciclo rapido. La refijacién
del producto serd mds lenta, los cicladores de temperatura de la técnica anterior serdn mas extensos y este efecto in-
deseable serd superior. La refijacién del producto parece ser una causa principal, o quizas la dnica, del “efecto plateau”.

Ahora se considera la monitorizacién continua de las sondas especificas de secuencia. Tal como se valorara del
entendimiento de esta descripcion, la monitorizacién continua dentro de un ciclo puede identificar la naturaleza de la
fluorescencia de la sonda.

Ejemplo 12
(Ejemplo Comparativo)

Se realizé la monitorizacién continua de la amplificacién cada 200 ms con una sonda de hidrélisis doblemente
marcada (beta-actina) y sondas de hibridacion adyacentes (beta-globina), tal como en el Ejemplo 3. En la figura 32A,
se muestran los ciclos 20-45 de una reaccién monitorizada con la sonda de hidrdlisis. Las sondas de hidrélisis muestran
un cambio lineal en la proporcién de fluorescencia con la temperatura y un incremento paralelo en la fluorescencia a
medida que se hidrolizan mds sondas. En cambio, la proporcién de fluorescencia de las sondas de hibridacién varia de
forma radical con la temperatura (figura 32B, ciclos 20-40). Durante la fase de fijacién/extensién, las sondas se hibridan
al producto de cadena tinica y aumenta la proporcién de fluorescencia (CyS/fluoresceina). Durante el calentamiento
hasta las temperaturas de desnaturalizacion del producto, las sondas se disocian alrededor de los 70°C, y la proporcién
de la fluorescencia vuelve a los niveles de fondo.

Ejemplo 13

Un fragmento de beta-globina de 110 pares de bases se amplificé a partir de 50 ng de ADN gendmico en un vo-
lumen de 10 ul. Las condiciones de amplificacién y las sondas de hibridacién adyacentes del Ejemplo 3 se seguian
con 0,4 U de Taq polimerasa o 0,8 U de KlenTaql. La fluorescencia se monitorizé cada 100 ms. Las representaciones
de fluorescencia frente a temperatura que utilizan KlenTaql (figura 33) y Taq (figura 34) demuestran la fusion de las
sondas a aproximadamente 70°C. La sefial maxima con KlenTaql es mayor que la de Taq, debido a la actividad exo-
nucleasa de esta dltima. En los dltimos ciclos con Taq, la fluorescencia cada ciclo comienza a disminuir a medida que
la concentracién de sonda intacta disminuye. La representacion tridimensional de temperatura, tiempo y fluorescencia
se muestran en la figura 35 (KlenTaql) y en la figura 36 (Taq).

La combinacién de (1) la monitorizacion continua de la fluorescencia dentro de cada ciclo de temperaturas y (2)
el andlisis de la dependencia con la temperatura y el tiempo de la hibridacién, de la presente invencién, proporciona
ventajas que no son obtenibles de otras maneras. La figura 2 muestra que la informacién que previamente no se podia
obtener, se puede extraer mediante la monitorizacion continua durante todo el ciclo. La monitorizacién continua de la
fluorescencia durante la fase de fusion del producto del ciclo proporciona informacién ttil sobre la pureza, la identidad,
y la cantidad de ADN presente durante ese ciclo.
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A medida que se calienta la reaccién de la PCR desde la temperatura de extension hasta la temperatura de desna-
turalizacién, cualquier ADN de la muestra se funde hasta cadenas unicas. Esta desnaturalizacién se puede observar
como una gota en la fluorescencia del SYBR™ Green I. Para productos de la PCR pequefios, la transicién de fusién
tiene lugar sobre un intervalo de temperaturas pequefio y el punto medio de ese intervalo de fusidn se refiere como
la Tm. De forma similar a la medicion del tamafio por electroforesis en gel, el andlisis de los picos de fusion mide
una caracteristica fundamental del ADN y se puede utilizar para identificar productos amplificados. A diferencia de
la electroforesis en gel, el andlisis de la curva de fusion puede distinguir productos de la misma longitud pero de di-
ferente proporciéon GC/AT. Ademads, dos productos con la misma longitud y contenido de GC, pero que difieren en la
distribucién de GC (por ejemplo, distribuido a partes iguales frente a una abrazadera de GC en un extremo), tendrian
curvas de fusiéon muy diferentes.

La temperatura a la que los productos de la PCR se funden varia sobre un intervalo amplio. Utilizando férmulas
empiricas conocidas en la técnica, el efecto del contenido de GC sobre la temperatura de fusion (Tm) del ADN predice
que un 0% de diplex GC se fundiria 41°C por debajo de un 100% de duiplex GC. Para un mismo contenido de GC,
un dimero de cebadores de 40 pares de bases se fundiria 12°C por debajo de un producto de 1000 pares de bases. Por
lo tanto, el intervalo de Tm para productos potenciales de la PCR abarca, como minimo, 50°C. Este intervalo amplio
permite diferenciar la mayoria de productos de la PCR mediante curvas de fusién. De este modo, la combinacién de
la monitorizacién de la fluorescencia de la PCR con el andlisis de las curvas de fusién proporciona la amplificacion,
deteccion, y diferenciacion simultdnea de los productos de la PCR.

Ejemplo 14

Se obtuvieron curvas de fusiéon de ADN para tres productos diferentes de la PCR en un fluorimetro microvolumé-
trico integrado con un ciclador térmico de 24 muestras con instrumentacion éptica para la fluorescencia del SYBR™
Green I (LightCycler LC24, Idaho Technology, Idaho Falls, Idaho). Los cebadores para la amplificacion de las 180
pares de bases del gen del antigeno de superficie de la hepatitis B fueron 5’-CGTGGTGGAC TTCTCTCAAT-3’ (SEQ
ID No: 1) y 5’~- AGAAGATGAG GCATAGCAGC-3’ (SEQ ID No: 2). Los cebadores para la amplificacion de los 292
pares de bases del gen del antigeno especifico de préstata (PSA) fueron 5’-CTGTCCGTGA CGTGGATT-3’ (SEQ ID
No: 7) y 5’-AAGTCCTCCG AGTATAGC-3’ (SEQ ID No: 8). La amplificacion de los 536 pares de bases del gen de la
beta-globina humana se realizé como en el Ejemplo 3, la PCR se llev6 a cabo tal como se describe en el Ejemplo 2. Los
productos de amplificacion se purificaron por extraccién con fenol/cloroformo y precipitacién con etanol, seguidas por
lavados repetidos a través de un microconcentrador Centricon 30 (disponible en Amicon de Danvers, Massachusetts).
Las concentraciones de las plantillas se determinaron mediante la absorbancia a 260 nm y se obtuvieron proporciones
A(260)/A(280) superiores a 1,7.

Se pipetearon cincuenta ng de ADN purificado en Tris 50 mM, pH 8, 5, MgCl, 2 mM, y 250 pg/ml de albiimina
de suero bovino y un volumen de 5 ul en el depésito de plastico abierto de los tubos de reaccién de vidrio compues-
to/plastico, se centrifugd a una velocidad baja para situar la muestra en la punta del capilar de vidrio, y se sell6 el
interior con un tapén de plastico. Se adquirieron los datos de fluorescencia para las curvas de fusién mediante la in-
tegracion de la sefial sobre 0,25-2,0 segundos durante una transicién lineal de temperatura hasta 95°C a 0,1-10,0°C/s.
Se adquirieron de forma continua datos de fluorescencia y se mostraron en representaciones de fluorescencia frente
a temperatura en el entorno de programacién LabView (Nacional Instrument, Austin, TX). La figura 37 muestra las
curvas de fusion de los tres productos purificados de la PCR.

Las Tms de los tres productos de la figura 37 abarcan sé6lo 6 grados y dos de las curvas estan separadas por sélo 2
grados. Esta pequefia separacidn es suficiente para permitir la facil diferenciacién de los productos. La importancia del
porcentaje de GC sobre la longitud en la Tm se muestra mediante la fusién del producto PSA de 292 pares de bases a
una temperatura mayor que el fragmento mas largo de 536 pares de bases de la beta-globina. Las curvas de fusion se
obtienen frecuentemente a velocidades de 0,5°C/minuto para asegurar el equilibrio. Ademas, a medida que disminuye
la velocidad de calentamiento, las curvas de fusidn se desplazan a temperaturas mds bajas y se estrechan (figura 38;
fragmento de hepatitis B). Sin embargo, hay que apuntar que las curvas de fusion de la figura 37 se obtuvieron durante
una velocidad de calentamiento de 0,2°C/segundo (12°C/minuto) y se pueden diferenciar productos que se diferencian
en la Tm por 2°C o menos.

La Tm aparente de los productos de la PCR también depende de la concentracion del colorante de ADN especi-
fico de doble cadena (figura 39, fragmento de hepatitis B). Concentraciones superiores de colorante incrementan la
estabilidad del diplex de ADN y la Tm observada.

Para monitorizar las curvas de fusién con el SYBR™ Green 1, las condiciones preferidas son una dilucién de
1:7.000-1:30.000 de SYBR™ Green I con velocidades de calentamiento de 0,1-0,5°C/segundo. Estas condiciones
permiten la ficil diferenciacion de productos que difieren en la Tm en 2°C.

Un control més preciso de la temperatura y un software para el andlisis de los picos de fusion reducird la diferencia
detectable en la Tm hasta una fraccién de un grado. Esto permitird la diferenciacion de la mayoria de los productos de
la PCR. Sin embargo, no todos los productos se pueden diferenciar mediante la Tm, pues al ser posible malinterpretar
los resultados de la electroforesis debido a la comigracién de dos o mds productos, es posible que alguno de los
productos que se funden en el intervalo esperado no sea el productos deseado. Sin embargo, si no hay un ADN que se
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funda en el intervalo del producto esperado, se puede concluir que ninguno de los productos esperados se encuentra
presente.

Otra forma para diferenciar los productos, disponible con el andlisis de las curvas de fusién son los patrones
distintivos de fusién de dominios observados en productos mas largos de la PCR. Aunque los productos cortos (< 300
pares de bases) se funden habitualmente en una transicion, los productos mas largos pueden tener dominios de fusién
internos que proporcionan curvas de fusién con una forma compleja distintiva. Estas curvas de fusién complejas se
pueden utilizar como una huella dactilar para la identificacién del producto.

El andlisis de las curvas de fusién se puede utilizar para diferenciar el producto deseado de productos no especificos,
tales como dimeros de cebadores. Los dimeros de cebadores se funden en un intervalo amplio de temperaturas bajas;
muy diferente de las curvas de fusién estrechas de los productos especificos de la amplificacién por la PCR. Los
productos heterogéneos mds largos que surgen después de realizar muchos ciclos en unas condiciones de fijacién poco
severas tienen curvas de fusion mds bajas y anchas en comparacion con el producto puro de la PCR.

Ejemplo 15

Se realiz6 la amplificacién del fragmento de 536 pares de bases del gen de la beta-globina, segin el Ejemplo 7,
con una dilucién 1:30.000 de SYBR™ Green I, a excepcién de que se variaron las condiciones. En la reaccion A
(figura 40), no se afiadié ninguna plantilla y la reaccién se desarroll6 en un ciclo a 94°C durante 0 s, 60°C durante
0 s, y 72°C durante 10 s durante 30 ciclos para producir productos pequefios no especificos de amplificacién. En
B, la amplificacién de 10° copias iniciales de la plantilla purificada en condiciones poco severas (94°C durante O s,
50°C durante 0 s, y 72°C durante 10 s) durante 55 ciclos mostré un intervalo amplio de tamafios de los productos de
amplificacion en electroforesis en gel y se funden a lo largo de un intervalo amplio de temperaturas. En C, 10° copias
iniciales de la plantilla purificada se introdujeron en un ciclo a 94°C durante 0 s, 60°C durante O s, y 72°C durante 10
s durante 30 veces y se muestra una banda tinica destacada y se funden en una transicion estrecha. La velocidad de la
transicion de la temperatura fue 0,2°C/s. Se utilizé la digestiéon con Hind IIT del ADN del fago A (M) como marcador.

La figura 40 muestra cémo las curvas de fusion reflejan de forma precisa la especificidad de una reacciéon PCR.
La curva de fusién C estrecha y de temperatura elevada corresponde a una banda tnica en un gel. La curva de fusién
A ancha y de temperatura baja proviene del andlisis de un control sin plantilla que muestra tnicamente dimeros de
cebadores. La sobreamplificacion del producto en C proporciona la curva de fusién intermedia B, ain claramente
diferenciable del producto especifico.

Las curvas de fusién observadas, por ejemplo, en la figura 37, se pueden cuantificar mejor mediante la considera-
cidén, en primer lugar, de la derivada de la fluorescencia (F) respecto a la temperatura (T). Esta derivada se representa
como -dF/dT frente a T y convierte las curvas de fusién en picos de fusion.

Ejemplo 16

Los fragmentos purificados del gen de la hepatitis B y la beta-globina del Ejemplo 14 se fundieron de forma
individual y conjunta con una velocidad de transicién de temperatura de 0,2°C/s y otras condiciones, tal como se
especifica en el Ejemplo 14 (figura 41). La determinacion en parte subjetiva de la Tm a partir de las curvas de fusién
(parte superior) es facil visualmente a partir de los picos de fusién (parte inferior). El drea bajo los picos de fusién
también se puede cuantificar mediante la integracion del drea bajo las curvas. La linea de base de fluorescencia se
extrajo en primer lugar de la representacion -dF/dT frente a T suponiendo que la magnitud de la linea base varia
como el 4rea por debajo de la curva. A continuacidn, los picos se ajustaron a gaussianos mediante regresion minimo-
cuadrdtica no lineal con la media, desviacion estdndar, y altura del pico como parametros de ajuste. El drea por debajo
de cada gaussiano se tom6 como el drea del pico. Todos los cédlculos se realizaron en el entorno de programacién
LabView (National Instruments, Austin, TX). La figura 41 muestra un ejemplo de esta conversién de las curvas de
fusién en picos de fusién. El c6digo para estos calculos se incluye como el apéndice A de la descripcion.

La capacidad para distinguir el producto especifico del dimero de cebadores y de otros componentes de la reaccién
mejora la utilizacién de los colorantes de ADN especifico de doble cadena en la cuantificacién de un niimero de copias
iniciales bajo. Se han cuantificado un nimero de copias iniciales de la plantilla relativamente grandes utilizando
bromuro de etidio (Higuchi y Watson, véase anteriormente). Sin embargo, en un nimero de copias iniciales bajo,
la amplificacién de fondo de los dimeros de cebadores y otros componentes de la amplificacién interfieren con la
sefial de amplificacion especifica. Con la capacidad de la presente invencién para diferenciar productos especificos de
componentes no especificos, se pueden utilizar colorantes de ADN especifico de doble cadena para cuantificar el bajo
nimero de copias iniciales de la plantilla. Esto es ventajoso debido a la simplicidad de utilizacion de estos colorantes.
Los colorantes de ADN especifico de doble cadena se pueden utilizar en cualquier amplificacién y no son necesarios
oligonucleétidos habituales marcados por fluorescencia. La cuantificacién de un nimero de copias bajo con colorantes
de ADN especifico de doble cadena requiere una especificidad de amplificacién muy buena o, tal como se proporciona
en la presente invencién, un medio para diferenciar el producto deseado de la amplificacion no especifica.
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Ejemplo 17

La aproximacién para la determinacién de la pureza del producto se utilizé para mejorar la PCR cuantitativa
basada en la monitorizacién de una vez por ciclo de la fluorescencia de los colorantes de ADN especifico de doble
cadena. Los datos de fluorescencia se adquirieron una vez por ciclo después de la extension de la polimerasa del
producto para un conjunto de reacciones que varian en la concentracion inicial de la plantilla de beta-globina purificada
(véase la figura 42A). La plantilla de la beta-globina y las condiciones de amplificacién fueron tal como se describen
en el Ejemplo 7. El incremento logaritmico lineal sobre la fluorescencia de fondo empez6 en un nimero de ciclo
dependiente de la concentracién de platilla inicial. Las representaciones de las cinco reacciones que varian de 10° a
10* copias por reaccion se separaron mediante, aproximadamente, cuatro ciclos. La muestra con un promedio de 10?
copias por reaccién mostré una disminucién en la eficacia de la reaccidn, y las reacciones con un nimero de copias
iniciales por debajo de 100 dieron perfiles de fluorescencia que eran menos ttiles. Los perfiles de fluorescencia para
las reacciones que contenian 10 y 1 copias (de promedio) aumentan en orden inverso, y el control negativo mostré una
amplificacién después de, aproximadamente, 30 ciclos. Esto es debido a la amplificacién de los dimeros de cebadores
y otros productos de amplificacién no especificos que no se pueden distinguir del producto deseado mediante la
monitorizacién una vez por ciclo de la fluorescencia de colorantes de ADN especifico de doble cadena.

Los picos de fusion se obtuvieron para cada muestra (figura 42B) y se encontr6 que se correlacionaban bien con los
resultados de la electroforesis (figura 42C). La reaccion que contenia un promedio de copias iniciales de plantilla de
cero y una no produjo una banda de electroforesis discernible en la posicién de las 536 pares de bases. Las reacciones
que contenian 10y 100 copias iniciales de la plantilla mostraron bandas de electroforesis débiles. Esto concordaba con
el andlisis de los picos de fusién, que no mostré fusién del ADN en el intervalo del producto deseado (90-92°C) para
las reacciones que contenian cero y una copias iniciales y mostré picos pequefios en este intervalo de temperaturas
para 10 y 100 copias. Las bandas de electroforesis intensas para las reacciones que contenian 10°-10° copias iniciales
se correlacionan bien con los picos de fusién amplios en el intervalo esperado de 90-92°C.

La proporcién del producto deseado con respecto al producto total, determinada mediante la integracién de los
picos de fusion, variaba de 0,28 para 10° copias a 0,0002 para cero copias iniciales de la plantilla. Cada valor de
fluorescencia en la figura 41 A se multiplicé por la proporcién adecuada para proporcionar la representacion corregida
(designada como “fluorescencia corregida” en la figura 42D). Este procedimiento extendi6 el intervalo dindmico eficaz
de cuantificacién entre 10 y 1 copias iniciales de la plantilla.

Los picos de fusién pueden distinguir productos especificos de productos no especificos (figura 40) y pueden
distinguir dos productos purificados de la PCR mezclados conjuntamente (figura 41), de manera que podrian ser ttiles
para distinguir dos productos especificos amplificados juntos en un tnico tubo de reaccién. Las curvas de fusion
obtenidas por monitorizacién continua de las reacciones PCR, segtin la presente invencién, son ttiles en la PCR
multiplex.

Ejemplo 18

En este ejemplo, se amplificaron simultdneamente dos fragmentos de genes a partir de ADN gendémico y se moni-
torizaron con la fluorescencia del SYBR™ Green 1. Durante cada ciclo de amplificacion, se desnaturalizan diferentes
productos de amplificacién a temperaturas de fusién dependientes de la longitud del producto, la proporcién de GC; y
otros factores bien conocidos en la técnica. La temperatura a la que cada producto se funde se puede monitorizar con
el colorante especifico de doble cadena, SYBR™ Green 1. Se amplific6 un fragmento de 81 pares de bases del gen de
la fibrosis quistica utilizando los cebadores descritos en el presente documento como SEQ ID No: 14 y SEQ ID No:
15 junto con un fragmento de 98 pares de bases del oncogén c-erB-2 (HER2/neu) utilizando los cebadores descritos
en el presente documento como SEQ ID No: 16 y SEQ ID No: 17.

Las reacciones de amplificacion estaban comprendidas de Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, MgCl, 3 mM, 500 ug/ml de
albimina de suero bovino, 200 uM de cada ANTP, y 0,5 uM de los cebadores de la fibrosis quistica, 0,3 uM de los
cebadores HER2/neu, una dilucién 1:30.000 de SYBR™ Green I, 1 U de AmpliTaq Gold ADN polimerasa (Perkin
Elmer, Foster City, CA), y 50 ng de ADN gendémico humano en 10 pl.

Después de la activacion de la polimerasa a 95°C durante 30 minutos, las muestras se sometieron a un ciclo a 94°C
durante 0 segundos (pendiente = 20), 55°C durante 0 segundos (pendiente = 20), y 70°C durante 10 segundos (pendien-
te = 20) durante 35 ciclos. Las muestras se enfriaron hasta 70°C, y se adquirieron los valores de fluorescencia de forma
continua durante un gradiente de 0,2°C/s hasta 94°C. Las curvas de fusién (figura 43) mostraron claramente dos pro-
ductos diferentes que funden a 78°C (CFTR) y 88°C (neu). Los dos productos difieren en la Tm en, aproximadamente,
10°C y son facilmente distinguibles.

La amplificacién multiplex es titil en los casos en que se necesita un control interno durante la amplificacién.
Por ejemplo, muchas translocaciones son detectables mediante la PCR colocando cebadores a cada lado del punto
de ruptura. Si no tiene lugar la amplificacién, no habra translocacidn, siempre y cuando el ADN esté intacto y no
esté presente ningun inhibidor. Estas posibilidades se pueden descartar amplificando un locus de control positivo en
la misma mezcla de reaccién. Dichas amplificaciones de control se realizan mejor como controles internos con una
amplificacion y deteccidn simultdnea.
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Ejemplo 19

En este ejemplo, se sigui6 el procedimiento del Ejemplo 18 a excepcién de que después de la activacién de la
polimerasa a 95°C durante 30 minutos, las muestras se sometieron a un ciclo a 94°C durante 0 segundos (pendiente
= 20), 55°C durante 0 segundos (pendiente = 20), y 70°C durante 10 segundos (pendiente = 20) durante 20 ciclos,
seguido de 94°C durante 0 segundos (pendiente = 1), 55°C durante 0 segundos (pendiente = 20), y 70°C durante 20
segundos (pendiente = 20) durante 15 ciclos. Para los ciclos 26-31, se adquirieron valores de fluorescencia de forma
continua durante cada transicién de 1°C/s desde 70°C hasta 94°C. Las curvas de fusién se transformaron en picos de
fusién y se mostraron (figura 44).

Hay que apuntar que la eficacia de la amplificacion del fragmento de CFTR aparece mas grande que la del frag-
mento de neu. La eficacia de la amplificacion se puede determinar de forma rigurosa integrando los datos de los picos
de fusidn, tal como se indica en el Ejemplo 16.

Este tipo de datos cuantitativos referidos a un control tiene muchas aplicaciones. Por ejemplo, ciertos oncogenes,
tales como HER2/neu, se amplifican in vivo en muchos tumores. Es decir, los genes se replican en el ADN genémico,
algunas veces con muchas réplicas. Frecuentemente, el comportamiento clinico del tumor depende del grado de repli-
cacion del oncogén. La amplificacion del oncogén y una plantilla de control permiten la evaluacién cuantitativa del
nimero de copias relativo. A modo de ejemplo adicional, la cuantificacién de la carga viral en pacientes infectados
con VIH o hepatitis C es importante en la prognosis y la terapia. Utilizando una plantilla de control y monitorizando
la eficacia de la amplificacion de las plantillas, tanto de control como naturales, durante la amplificacién, se consigue
una cuantificacién exacta del nimero de copias iniciales de las plantillas.

La caracteristica de la presente invencion de utilizar curvas de fusion para la cuantificacion relativa se explicard a
continuacién. Segin la presente invencion, una utilizacién adicional de las curvas de fusién es la PCR cuantitativa. La
figura 42 mostrd que habia una correlacion entre el drea bajo el pico de fusion y la cantidad de producto especifico.
La cuantificacién relativa de dos productos de la PCR seria posible si los dos productos se amplificaran con una
eficacia similar (o si se conocieran las diferencias en las eficacias y se compensaran). La cuantificacién relativa de dos
productos integrando las dreas de los picos de fusion (véase el Ejemplo 16) es una aspecto de la presente invencion.

Ejemplo 20

Se amplificaron y purificaron los fragmentos de los genes de la fibrosis quistica y HER2-neu del Ejemplo 18, tal
como se indica en el Ejemplo 2 y se ajustaron a 175 ug/ml. Las muestras se mezclaron en varias proporciones (total
de 8 ul) y se afadieron a una solucién tampén (1 ul) y SYBR™ Green I (1 pi). Las concentraciones finales fueron Tris
50 mM, pH 8,3, MgCl, 3 mM, albimina de suero bovino 250 ug/ml, y una dilucién 1:30.000 de SYBR™ Green 1.
Las curvas de fusién se obtuvieron a 0,2°C/s, se extrajo la fluorescencia de fondo y se integraron los picos, tal como
se describe en el Ejemplo 16. Los resultados se muestran en la figura 45. Se encontré una correlacion excelente entre
las areas relativas bajo los picos de fusion y las cantidades relativas de los dos productos.

La cuantificacién relativa de los dos productos de la PCR es importante en muchas aplicaciones cuantitativas de
la PCR. La amplificaciéon multiplex de dos o mds productos seguida de la integracion de las dreas bajo los picos de
fusidn serd extremadamente 1til en estas dreas. El ARNm se cuantifica frecuentemente en relacién con la cantidad de
ARNm de un gen doméstico.

Otra utilizacién importante de la cuantificacion relativa se encuentra en la PCR cuantitativa competitiva. Habi-
tualmente, se sintetiza un competidor que tiene los mismos puntos de cebado, pero que difiere en la longitud de la
secuencia diana original. Se afiaden cantidades conocidas del competidor a una muestra desconocida y se realiza la
cuantificacion relativa. Los competidores se pueden producir de manera que difieran de la secuencia diana en la Tm
en lugar de la longitud. Las cantidades relativas de los productos se pueden cuantificar comparando las dreas bajo sus
puntos de fusién. Dado que se conoce la cantidad de uno de los productos, se puede obtener la cantidad de la diana
original. La utilizacién del método de los picos de fusion es significativamente mas facil que los métodos utilizados ac-
tualmente que implican multiples tubos en funcionamiento para cada muestra desconocida y, frecuentemente, sacando
tubos en varios nimeros de ciclos durante la reaccién para encontrar la parte logaritmica lineal de la reaccién. A con-
tinuacidn, se deben determinar las cantidades relativas de los dos productos. Habitualmente, esto se realiza marcando
uno de los dNTPs con un radiois6topo y, a continuacién, se cuantifica la cantidad de marcador incorporado en cada
banda después de la electroforesis en gel de agarosa. En comparacidn, la presente invencion permite la monitorizacién
continua de la reaccion, de manera que la parte logaritmica lineal de la amplificacién se puede identificar facilmente.
La cuantificacién relativa se puede realizar rdpidamente mediante la integracion de los picos de fusién. Un proceso de
un dia de duracién se reduce a menos de una hora.

A partir de la discusion anterior, se valorard que la monitorizacién de la fluorescencia durante la amplificacién de
ADN es una técnica analitica extraordinariamente potente. Cuando se desean la deteccién y la cuantificacion espe-
cificas de una secuencia, se pueden utilizar sondas de transferencia de energia de resonancia en lugar de colorantes
de ADN especifico de doble cadena. La Tm de las sondas de hibridacién se desplaza, aproximadamente, 4-8°C si se
encuentra presente una base individual que no se empareja correctamente. Si se coloca una sonda de hibridacién en un
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sitio de mutacién, las mutaciones de bases individuales son detectables como un desplazamiento en la temperatura de
fusién de la sonda.

Ejemplo 21
(Ejemplo Comparativo)

La mutacion del factor V de Leiden es un tnico cambio de base (G a A) que sustituye un resto de glutamina
por un resto de arginina en el resto de aminoacido 506 (R506Q). Para mas informacién, véase R.M. Bertina y otros,
Mutation in Blood Coagulation Factor V Associated with Resistance to Activated Protein C (Mutacién en el Factor
V de Coagulacién Sanguinea Asociada con la Resistencia a la Proteina C Activada), 369 Nature 64-67 (1994) y J.
Voorberg y otros, Association of Idiopathic Venous Thromboembolism with a Single Point-Mutation at Arg506 of
Factor V (Asociacién de Tromboembolia Venosa Idiopatiia con una Unica Mutacién Puntual en Arg506 del Factor V),
343 Lancet 1535-36 (1994), los cuales se incorporan ambos en el presente documento como referencia. Tal como se
utiliza en el presente documento, el “locus de la mutacién del factor V de Leiden” significa la posicién nucleotidica en
el gen del factor V en la que una base de guanina en el no modificado se sustituye por una base de adenina en el mutante
del factor V de Leiden. La SEQ ID N°: 9 muestra una porcién del gen del factor V no modificado y la SEQ ID N°: 10
muestra la porcién correspondiente del gen del factor V de Leiden, con el nucleétido relevante en la posicién 31 en
cada caso. La secuencia de nucledtidos completa del gen del factor V se describe en R.J. Jenny y otros, Complete DNA
and Derived Amino Acid Sequence of Human Factor V (Secuencia de ADN y de Aminoécidos Derivada Completa,
del Factor V Humano), 84 Proc. Natl Acad. Sci. USA 4846-50 (1987), incorporada en el presente documento como
referencia y también pueden obtenerse secuencias en el locus HUMF10 del Banco de Genes (Genbank). El cambio
de aminodcidos en la proteina del mutante del factor V hace a este factor de coagulacidn resistente a la degradacién y
aumenta la tendencia a la coagulacién o trombosis. Como la causa mas comtn de trombofilia hereditaria, esta mutacién
es la diana de un ensayo de laboratorio habitual realizado en laboratorios de genética molecular.

El método estdndar de andlisis para la mutacion del factor V de Leiden es amplificar el fragmento génico me-
diante PCR, digerir los productos amplificados resultantes con una endonucleasa de restriccién que corta la secuencia
no modificada pero no el mutante, y distinguir los productos no modificados digeridos y los mutantes no digeridos
mediante electroforesis en gel. R.M. Berlina y otros, anteriormente. Este es un método bien conocido en la técnica
para el andlisis de mutaciones definidas. Dicho ensayo habitualmente requiere aproximadamente 4 horas, que inclu-
yen amplificacién por PCR (2 horas), digestion enzimatica (1 hora) y electroforesis (1 hora). Las etapas posteriores a
la amplificacién incluyen abrir el tubo de la muestra, afiadir la enzima y transferir la muestra digerida al aparato de
electroforesis. El procesamiento post-amplificaciéon aumenta el riesgo de contaminacién del producto final y el ma-
nejo manual requiere cuidado para evitar el etiquetado erréneo de las muestras. Un método que amplifique y analice
simultdneamente mutaciones puntuales eliminaria estas preocupaciones.

Un método para la completa amplificacién y andlisis de la mutacién del factor V de Leiden en 30 minutos en el
mismo instrumento comprende la amplificacién de forma asimétrica de una porcién de una muestra de ADN gendémico
humano que contiene el locus de la mutacién, seguida de la obtencion y el andlisis de una curva de fusion para el ADN
amplificado. El ADN gendémico se prepara segiin métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo J. Sambrook y
otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio) (2°* ed., 1989),
incorporada en el presente documento como referencia. Preferiblemente, la curva de fusién se obtiene mediante la
metodologia de transferencia de energia de resonancia descrita anteriormente con una sonda de hibridacién fluoro-
génica. Dicho ensayo discrimina facilmente entre no modificado homocigético, mutante homocigético y genotipos
heterocigéticos. En una realizacion preferente, la sonda de oligonucledtidos estd marcada en 3’ con fluoresceina y
disefiada para hibridar en el ADN amplificado cerca de un cebador marcado con Cy5 para transferencia de energia de
resonancia. Este método puede aplicarse a cualquier mutacién definida.

El oligonucleétido de la sonda tiene preferiblemente aproximadamente 15-40 nucledtidos de longitud. La sonda
podria contener posiblemente hasta un minimo de 10 restos de nucleétidos, sin embargo, las posibles desventajas de
dichos oligonucleétidos cortos incluyen baja especificidad, baja temperatura de fusién y un mayor fondo. También po-
drian utilizarse oligonucledtidos de més de 40 restos, pero serian innecesariamente extensos. De este modo, los limites
del tamafio del oligonucleétido de la sonda son solamente los impuestos por la funcionalidad. El oligonucleétido de
la sonda debe abarcar la mutacion, pero la mutacion preferiblemente no corresponde al resto de nucleétido 5°- o0 3’-
terminal de la sonda. Puesto que la presente invencidn se basa en curvas de fusién y se sabe que la falta de empare-
jamiento de bases en los extremos tiene un menor efecto sobre las propiedades de fusion que en los sitios internos, la
sonda debe disefiarse de modo que la mutacién se produzca en una posicién interna.

Los cebadores de oligonucledtidos para amplificacién del locus de mutacién seleccionado tienen preferiblemente
aproximadamente de 15 a 30 restos de longitud. Podrian utilizarse cebadores mds cortos que el intervalo preferido,
pero puede que no sean tan especificos como se desearfa. Andlogamente, podrian utilizarse cebadores mds largos que
el intervalo preferido, pero serian innecesariamente caros. De este modo, los limites de los tamafios de los cebadores
de la PCR son solamente los impuestos por la funcionalidad.

La distancia entre el par de transferencia de energia de resonancia también es importante para el funcionamiento
adecuado de la presente invencién. La distancia éptima entre el par de transferencia de energia de resonancia es de
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aproximadamente nucleétidos. Se prefiere una distancia de aproximadamente 2 a 8 nucleétidos, aunque una distancia
de hasta aproximadamente 10-15 nucleétidos es funcional. Tener el par de transferencia de energia de resonancia
en nucledtidos adyacentes no es necesariamente beneficioso puesto que la distancia entre el par de transferencia de
energia de resonancia estd afectada por la posicion de la hélice de ADN.

En este ejemplo, la amplificacién por PCR se realiz6 en mezclas de reaccion de 10 ul que comprenden Tris 50 mM,
pH 8,3, MgCl, 3 mM, 500 ug/ml de albimina de suero bovino, 200 uM de cada dNTP, 0,5 um de cebador marcado
con Cy5 (SEQ ID N°: 11), 0,2 uM de cebador opuesto no marcado (SEQ ID N°: 12), 0,1 uM de sonda marcada con
fluoresceina (SEQ ID N°: 13), 0,4 U de Taq polimerasa y cincuenta ng de ADN genémico humano. Se ensayaron
cuatro muestras diferentes de ADN: ADN genémico humano de un individuo homocigético para la mutacién del
factor V de Leiden: ADN gendmico humano de un individuo heterocigético, ADN gendémico humano de un individuo
homocigético para el alelo del factor V no modificado; y un control negativo sin ADN. La orientacién del cebador
marcado con Cy5, la sonda marcada con fluoresceina y el sitio de mutacion (identificado mediante un asterisco) se
muestran a continuacion:

Cy3
i
5TAATCTGTAAGAGCAGATCC-3' (SEQIDNO:11)
*

TAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAGGAATACAGGTATT (SEQIDNO:9)
ATTAGACATTCTCGTCTAGGGACCTGTCCGCTCCTTATGTCCATAA

3-CTGTCCGCTCCTTATGTCCATAA-5'(SEQ ID NO:13)

Fluoresceina

La secuencia del cebador opuesto no marcado era TGTTATCACACTGGTGCTAA (SEQ ID N°: 12) y el producto
amplificado fue de 186 pares de bases de longitud. El cebador marcado con Cy5 se obtuvo como en el Ejemplo 8.
Las condiciones de ciclado fueron 94°C durante 0 segundos (pendiente = 20), 50°C durante 10 segundos (pendiente
=20) y 72°C durante 0 segundos (pendiente = 1) durante 50 ciclos, seguido de enfriamiento a 45°C y monitorizacién
continua de la fluorescencia a una pendiente de 0,2°C/segundo hasta 94°C para la curva de fusién. Las curvas de
fusién de mayor calidad se obtuvieron al final de la amplificacién con una velocidad de transicién de temperatura lenta
(0,2°C/segundo - figura 46), aunque la monitorizacién durante cada ciclo a 1°C/segundo entre 50°C y 94°C también
proporcionaba una clara identificacion del genotipo (figura 47). Las curvas de fusién son mds faciles de visualizar
representando la derivada negativa de fluorescencia con respecto a temperatura frente a temperatura (-dF/dT frente a
T). Dicha representacion permite una facil identificacion visual de todos los posibles genotipos a partir de los datos de
fluorescencia en bruto.

Cuanto mas cerca esté la marca de Cy5 del extremo 3’ del cebador, mayor sera la sefial de transferencia de energia
de resonancia. Sin embargo, el extremo 3’ debe tener un hidroxilo 3’ libre para la extensién de polimerasa y la
colocacién de la Cy5 demasiado cerca del extremo 3’ (en la base 3’ o en la pendltima) puede inhibir la unién y la
extension de polimerasa. La sonda de fluoresceina 3’ debe hibridar lo mds cerca posible del cebador (puede tolerarse
un solapamiento secundario de 1-3 bases) y el sitio de la mutacién debe estar cerca del centro de la sonda. Una
separacion de 5 bases entre los fluoréforos hibridados y una mutacién en la base 8 de una sonda de 23-mero dio un
desplazamiento de la curva de fusion de 8°C entre las secuencias mutante y no modificada (figura 46).

La deteccién de la mutacién mediante fusion de la sonda también puede realizarse con 2 sondas marcadas en lugar
de una sonda marca y un cebador marcado. En esta realizacion, una sonda se marca en 5’ con Cy5 y la otra sonda
se marca en 3’ con fluoresceina. Puesto que estas dos sondas fluorescentes pueden sintetizarse directamente a partir
de las amiditas, no se requiere una etapa de sintesis manual como en el sistema de cebador/sonda. La sonda marcada
con fluoresceina debe disefiarse de modo que el locus de la mutacién esté cerca del centro de la sonda marcada con
fluoresceina. La longitud de la sonda marcada con Cy5 debe disefiarse de modo que se funda a una temperatura mas alta
(> 5°C) que la sonda marcada con fluoresceina que abarca el locus de la mutacién. Puesto que fondo de la fluoresceina
es mas problematico que el de CyS5, la concentracién de la sonda marcada con Cy5 debe ser preferiblemente 2-5 veces
la de la sonda marcada con fluoresceina. Las dos sondas deben hibridar con la misma cadena de ADN gendmico y el
par de transferencia de energia de resonancia debe estar separado por aproximadamente de 0 a 5 restos de nucleétidos.
Como alternativa, la sonda que abarca el sitio de la mutacién puede marcarse con Cy5 y la otra sonda marcarse con
fluoresceina.

Se valorard que las sondas y cebadores particulares que se dan a conocer en el presente documento para la deteccién
de la mutacién del factor V de Leiden son meramente ilustrativas, y que un experto en la materia serd capaz de disefiar
otras sondas y cebadores para la deteccion de mutaciones sin experimentacién indebida siguiendo los principios y
directrices que se dan a conocer en el presente documento. También se debe reconocer que aunque la invencién se
describe con respecto a la deteccion de una mutacién de una Unica base en el ADN genémico, los mismos principios
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pueden aplicarse a la deteccién de una mutaciéon en ADNc. La preparacién del ADNc requiere etapas del proceso y
tiempo extra, asi como un buen conocimiento de la técnica, por lo tanto se prefiere utilizar ADN gendémico debido a las
ventajas de velocidad y menor coste. Ademads, puede utilizarse la misma técnica para detectar inserciones y deleciones
disenando la sonda de hibridacién de modo que su temperatura de fusién cambie cuando la mutacién o polimorfismo
esté presente. La presente invencion puede utilizarse para detectar cualquier mutacién conocida donde puede disefiarse
una sonda para que difiera en temperatura de fusion cuando hibrida con mutante frente a no modificado.

Aunque se utilizaron fluoresceina y Cy5 como marcas de transferencia de energia de resonancia en el ejemplo
anterior, otros aceptores, tales como Cy5.5, también pueden utilizarse con fluoresceina.

Ejemplo 22
(Ejemplo Comparativo)

El locus del factor V del Ejemplo 21 se amplific6 como anteriormente excepto que el cebador se marcé con Cy5.5
en lugar de Cy5. La emisién de CyS5.5 se observo a través de un cristal dicroico de paso tnico a 683 nm y un filtro
de interferencias de paso de banda a 683-703 nm. La proporcién de Cy5.5 con respecto a fluoresceina aumentaba por
encima del fondo en aproximadamente el ciclo 30 y la proporcién se doblaba aproximadamente a los 50 ciclos de
amplificacion asimétrica. Cuando se amplificaba con ADN no modificado, la Tm de la sonda era de 65-66°C segtin se
juzga mediante los picos de fusién.

A continuacién se proporcionard otro ejemplo para detectar mutaciones de una tnica base.

Ejemplo 23
(Ejemplo Comparativo)

Hay una mutacion puntual habitual en el gen de metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) (Cq7;T) que convierte
un resto de alanina en uno de valina y da como resultado una enzima termolabil. Esta mutacién puede reducir la
actividad de MTHFR y conducir a niveles de homocisteina en plasma elevados, que se han implicado como un factor
de riesgo independiente para enfermedad vascular temprana y trombosis, como se conoce bien en la técnica. Uno
de los cebadores se marc6 con Cy5 (TGAAGGAGAAGGTGTCT*GCGGGA) (SEQ ID N°: 25) donde T* representa
un resto T modificado unido a Cy5 (véase el Ejemplo 9 para la sintesis y purificacion). La secuencia de la sonda
era fluoresceina-CCTCGGCTAAATAGTAGTGCGTCGA (SEQ ID N°: 26) y el otro cebador era AGGACGGTGCGG
TGAGAGTG (SEQ ID N°: 27). Un fragmento de 198 pares de bases del gen de MTHFR se amplificé a partir de
50 ng de ADN gendémico humano en Tris 50 mM, pH 8, 3, MgCl, 2 mM, 500 ug/ml de albimina de suero bovino,
0,2 mM de cada dANTP, 0,5 uM del cebador marcado con CyS5, 0,1 uM del cebador opuesto, 0,1 uM de la sonda
marcada con fluoresceina y 0,4 U de Taq ADN polimerasa por 10 ul. Cada ciclo era de 30 segundos de duracién y
consistia en desnaturalizacién a 94°C seguida de una etapa de 20 segundos de fijacién/extension combinadas a 60°C.
La velocidad de transicién de temperatura entre las etapas era de 20°C/segundo. Después de 60 ciclos, se adquiri6 una
curva de fusién de la siguiente manera: calentamiento de 50-65°C a 0,5°C/segundo, 65-75°C a 0,1°C/segundo y 75-
94°C a 0,5°C/segundo. Después de la resta de la linea de base y la conversién a picos de fusidn, todos los genotipos
posibles se distinguian ficilmente (figura 48).

La potencia discriminatoria de las sondas de hibridacion también se utiliza para una gran ventaja en PCR multiplex
o competitiva. Por ejemplo, se disefia una plantilla artificial con un cambio de una unica base interna y se disefia
una sonda de hibridacién para cubrir el cambio de base como en los Ejemplos 21 y 23. La amplificacién relativa
del competidor y la plantilla natural se determinan adquiriendo e integrando picos de fusién como en el Ejemplo
16. Como alternativa, si se utilizan multiples sondas de deteccién que se separan por fusiéon secuencialmente de
diferentes dianas a diferentes temperaturas, se consigue una cuantificaciéon relativa mediante el mismo anélisis. En
general, cualquier técnica cuantitativa descrita anteriormente para colorantes de ADN especificos de cadena doble
puede hacerse especifica de secuencia con sondas de hibridacion.

Concentracion absoluta del producto mediante la cinética de la refijacion del producto. Las determinaciones de la
concentracion de producto se llevan a cabo también de forma ventajosa utilizando la presente invencién. La monitori-
zacion continua de la formacién de ADN de doble cadena permite la cuantificacion del ADN en cualquier ciclo de la
amplificacién mediante la cinética de la refijacion. La temperatura de la muestra se disminuye rdpidamente desde la
temperatura de desnaturalizacion y se mantiene constante a una temperatura inferior que atn es suficientemente eleva-
da para evitar la fijacién del cebador (figura 2). La velocidad de refijacién del producto sigue una cinética de segundo
orden (véase B. Young y M. Anderson, “Quantitative analysis of solution hybridation” (“Andlisis cuantitativo de la
hibridacién de la solucién”), En: “Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach” (“Hibridacién de 4cidos nuclei-
cos: una aproximacién préctica”) 47-71 (B. Hames y S. Higgins, eds. (1985)), que se incorpora ahora en el presente
documento como referencia. Para cualquier temperatura y producto de la PCR dados, se puede medir una constante
de velocidad de segundo orden. Una vez se conoce la constante de velocidad, se puede determinar cualquier concen-
traciéon de ADN desconocida a partir de los datos experimentales de refijacion. El enfriamiento nunca es instantdneo,
y parte de la refijacién puede tener lugar antes de que se alcance una temperatura constante. Un enfriamiento rapido
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maximizard la cantidad de datos disponibles para la determinacién de la constante de velocidad y la concentracién
de ADN. La técnica requiere el producto de la PCR puro, pero eso se puede asegurar mediante las curvas de fusién
obtenidas también durante el ciclado de temperaturas que utiliza la presente invencioén.

Este método de cuantificacién de la presente invencién es, de forma ventajosa, independiente de cualquier variacion
de la intensidad de la sefial entre las muestras.

Ejemplo 24

Se amplific6 un fragmento de 536 pares de bases del gen de la beta-globina del ADN genémico humano (Ejemplo
7)y se purifico (véase el Ejemplo 2). Se mezclaron diferentes cantidades del ADN purificado con una dilucién 1:30.000
de SYBR™ Green I en 5 ul de Tris 50 mM, pH 8,3 y MgCl, 3 mM. Las muestras se desnaturalizaron a 94°C vy,
a continuacidn, se enfriaron rdpidamente hasta 85°C. Se monitoriz6 con el tiempo la fluorescencia a 520-500 nm a
85°C. Cuando se probaron diferentes concentraciones de ADN, la forma de la curva de refijacion era caracteristica
de la concentracién de ADN (véase la figura 49). Para cualquier temperatura y producto de la PCR dados, se puede
determinar una constante de velocidad de segundo orden. La figura 50 muestra la determinacién de una constante
de velocidad de la refijacién de segundo orden para 100 ng del fragmento de 536 pares de bases en 5 ul a 85°C. La
curva se ajusté mediante una regresién minimo-cuadrética no lineal con F,,,, Fin, to ¥ k como pardmetros de flotacién
utilizando la ecuacién de velocidad de segundo orden mostrada en la figura 50. Los programas de andlisis para este
tipo de ajuste de curvas son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, el usuario definié el ajuste de la curva de Delta
Graph, DeltaPoint, Inc, Monteray, CA). Una vez se conoce la constante de velocidad, se puede determinar cualquier
concentracion de ADN desconocida a partir de los datos experimentales de refijacion.

Con la constante de velocidad (k) definida, se determinan las concentraciones de ADN en las muestras desconoci-
das. Las curvas de la fluorescencia frente al tiempo de las muestras desconocidas se ajustan mediante una regresion mi-
nimo-cuadrdtica no lineal, preferiblemente, durante el ciclado de temperatura en tiempo real (por ejemplo, utilizando
el método no lineal de Levenberg-Marquardt descrito en el entorno de programacién LabView, Nacional Instruments,
Austin, TX). Para este ajuste, F,.x, Fruins to, ¥ 12 [ADN] son los pardmetros de flotacién y k es constante.

Dado que algunos colorantes fluorescentes afectan a la refijacion dependiente de alguna manera de la concentra-
cién, la suposicién de la cinética de segundo orden para la refijacién del producto se comprueba mediante la deter-
minacién de la constante de velocidad a diferentes concentraciones estdndares de ADN. Se define la relacién y se
incorporan como necesarias las férmulas alternativas para el ajuste.

También se ejemplifica la utilizacién de velocidades de fijacion de la sonda para determinar concentraciones de
producto. La velocidad de transferencia de energia de resonancia por fluorescencia se sigue a lo largo del tiempo
después de una rapida caida a una temperatura de fijacion de la sonda, que es mayor que la temperatura de fijacién
del cebador (figura 2). Para el caso de amplificacién con un cebador marcado y una sonda marcada, la velocidad de
fijacién (y la generacion de fluorescencia) es de segundo orden. Cuando se utilizan dos sondas marcadas, la veloci-
dad de desarrollo de fluorescencia es de tercer orden. Estas dos ordenaciones se muestran en la figura 18. Cuando
la concentracién de la sonda o las sondas es mucho mayor que la concentracién de producto, ecuaciones de pseudo-
primer orden y de pseudo-segundo orden son adecuadas para describir las posibilidades. Las ecuaciones de velocidad
apropiadas para estas diferentes condiciones se conocen bien en la técnica (véase Young, B. y Anderson, M., anterior-
mente). Para los fines de la presente invencién, es adecuado que la técnica anterior sugiera ecuaciones de velocidad
apropiadas que se ensayan experimentalmente y se corrigen si fuera necesario.

Cuando se utilizan velocidades de fijacion de la sonda para determinar concentraciones de producto, los posibles
efectos interferentes incluyen re-fijacion de productos (con desplazamiento de la sonda mediante migracién por rama
“branch migration”) y fijacidn y extension del cebador a través de la sonda. Esto tltimo se minimiza cuando las Tms de
la sonda son mds altas que las Tms del cebador y se selecciona una temperatura de fijacién de la sonda para minimizar
la fijacion del cebador. La figura 13 muestra que, incluso si se produce la extension, la fluorescencia aumenta con el
tiempo durante aproximadamente 20 segundos. Durante este periodo, el incremento de fluorescencia depende de la
concentracion de producto.

Las velocidades de fijacion de la sonda se utilizan para determinar la concentracién de producto de forma similar
al método descrito anteriormente para determinar la concentracién del producto mediante la refijacién del producto.
Las etapas se resumen, tal como se indica a continuacién: (1) eleccién de la ecuacién de velocidad adecuada para el
sistema, (2) andlisis de estdndares de ADN conocidos para determinar la constante de velocidad, (3) comprobacién de
la validez de la ecuacién de velocidad comparando las diferentes constantes de velocidad derivadas de las diferentes
concentraciones, y (4) utilizacién de las constantes de velocidad para determinar la concentraciéon de ADN de muestras
desconocidas a partir de sus datos de fijacion de la sonda.

Retroalimentacion de la fluorescencia para el control del ciclado de temperaturas. En comparacion con el anélisis
de punto final y ciclo por ciclo, la presente invencién también puede monitorizar la fluorescencia a lo largo de cada
ciclo de temperaturas. Se puede utilizar la monitorizacién continua de la fluorescencia para controlar los pardmetros
del ciclado de temperaturas. La presente invencion utiliza la retroalimentacion de la fluorescencia para el control en
tiempo real y la optimizacion de la amplificacién. Se puede utilizar la monitorizacién continua de la fluorescencia de
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las muestras de la PCR que contienen un colorante de ADN especifico de doble cadena o sondas de oligonucledti-
dos marcados de forma fluorescente, para monitorizar la hibridacién y la fusién durante los ciclos de amplificacién
individual. Este informacion se puede utilizar mediante los algoritmos de control de temperatura en los aparatos de
ciclado de temperaturas para mejorar y normalizar las condiciones de ciclado térmico. La PCR convencional se realiza
programando todos los parametros del ciclado antes de la amplificacién. Con una monitorizacién continua, la determi-
nacion de los requerimientos para el ciclado de temperaturas puede tener lugar durante la amplificacion, basandose en
la observacién continua de la fijacion, extension, y desnaturalizacion. Entre las ventajas potenciales de la utilizacién
de la informacién de hibridacién para controlar el ciclado de temperaturas se incluyen:

1. Asegurar la desnaturalizacién completa del producto de la PCR en cada ciclo:

a. Minimizando la exposicién a temperaturas de desnaturalizacién excesivamente elevadas, evitando asf el
dafio inducido por el calor en los productos de amplificacién y la polimerasa. La limitacién del tiempo que
el producto esta expuesto a las temperaturas de desnaturalizacion es especialmente ttil para la amplificacion
de productos largos.

b. Incrementando la especificidad de la reaccién minimizando la temperatura de desnaturalizacién. Esto se
selecciona frente a productos con una Tm superior a la del producto de amplificacién deseado.

2. Maximizar la eficacia de la amplificacion asegurando el tiempo adecuado para la fijaciéon del cebador en cada
ciclo:

a. Minimizando la cantidad de tiempo necesario para la amplificacién sin permitir mas tiempo del necesario
para alcanzar una cierta eficacia de fijacién del cebador.

b. Aumentando la especificidad de la reaccién minimizando el tiempo en la temperatura de fijacidn.

3. Maximizar la eficacia de la amplificacién asegurando el tiempo adecuado para la extension del producto en cada
ciclo:

a. Minimizando la cantidad de tiempo necesario para la amplificacién sin permitir mds tiempo del necesario
para completar la extension del producto.

b. Aumentando la especificidad de la reaccidn seleccionando frente a productos més largos que el producto
de amplificacion deseado. Esto requeriria mds tiempo que el asignado para completar la extension del
producto.

4. Iniciar los cambios del ciclado térmico dependientes del nivel de fluorescencia obtenido o de la eficacia actual de
la amplificacién. Por ejemplo, se pueden minimizar la sobreamplificacién y los productos de reaccién no especificos
finalizando el ciclado térmico cuando la eficacia disminuye hasta un cierto nivel. En otro ejemplo, el ciclado de
temperaturas se puede modificar para iniciar gradientes de temperaturas mds lentos para la adquisicion de curvas
de fusién cuando se puede detectar la fluorescencia. Esto ahorra tiempo ya que los gradientes mas lentos no son
necesarios en los ciclos iniciales. Otros cambios deseables pueden resultar evidentes en la practica continua de la
presente invencion.

El control estd basado en una estimacién de los pardmetros de reaccion a partir de los datos de fluorescencia.
Los datos originales de fluorescencia se adquieren como un cambio de la fluorescencia con el tiempo (velocidades
especificas de las temperaturas de desnaturalizacidn, fijacidn, y extensién), un cambio en la fluorescencia con la
temperatura (Tm del producto o la sonda), o un cambio en la extension de la amplificacién (rendimiento y eficacia de la
amplificacion). Estas velocidades, Tms y su primera y segunda derivada se utilizan para determinar los pardmetros de
reaccién 6ptimos que incluyen la temperatura de desnaturalizacion y el tiempo, la temperatura de fijacién del cebador
y el tiempo, la temperatura de fijacion de la sonda y el tiempo, la temperatura de extensioén de la enzima y el tiempo,
y el nimero de ciclos.

Los colorantes de ADN especificos de doble cadena se utilizan para el control de la desnaturalizacién, el control
de la extension, y para iniciar los cambios de ciclado térmico en un cierto nivel de amplificacion o eficacia. Se utilizan
colorantes de transferencia de energia de resonancia para el control de la fijacién como se describird después del
siguiente ejemplo.

Ejemplo 25
Se modificé un ciclador térmico comercial de monitorizacién de la fluorescencia (LC24 LightCycler, Idaho Te-
chnology Inc., Idaho Falls, Idaho), de manera que no se programa el software con los puntos de entrada temperatu-

ra/tiempo, sino que se programa para obtener valores de fluorescencia y, a continuacion, utilizar estos valores para el
control del ciclador térmico.
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Tal como se representa en el Diagrama de Bloques Funcional (figura 51), el Programa Ejecucién-Tiempo se co-
munica a través de interfaces en serie y tablero DAQ con el LightCycler. Esto permite un nivel de acceso elevado a
los datos de temperatura o fluorescencia y se puede utilizar por el software del nivel del Tablero para el control de la
temperatura. Sin embargo, en la presente realizacién del instrumento, s6lo los datos de temperatura se transforman en
forma digital en el nivel de hardware controlador. Los datos de la fluorescencia se envian de forma anéloga a través del
tablero interfaz de adquisicion digital, se analiza mediante el Programa Ejecucion-tiempo, y se devuelve al software
del nivel del tablero a través de la interfaz en serie.

Control de la fusion del producto

Se adquiri6 un pico de fusion para el producto de la PCR deseado y se adquirié una fluorescencia de linea de base
para la muestra que contiene la mezcla de reaccién a la temperatura a la que el producto se fundié completamente.

A continuacién, cada ciclo de la reaccién utiliz6 este valor de fluorescencia como un objetivo. La aproximacién
a la desnaturalizacién del producto se realiz en dos etapas para superar el lapso de tiempo debido a la necesidad
de enviar el valor de fluorescencia a un ordenador remoto para el andlisis, y, a continuacién, devolver la instruccién
de que el valor ha sido alcanzado. Con cada etapa de fusién del producto, la temperatura se incrementd hasta que
la fluorescencia alcanzé un valor intermedio, a continuacién, se redujo el poder de calefaccién, de manera que una
velocidad de gradiente de temperatura de, aproximadamente, 3°C/s proporciond al ordenador el tiempo para analizar
la fluorescencia y sefialar al ciclador térmico que habia tenido lugar la desnaturalizacién del producto.

La representacién temperatura/tiempo resultante (figura 52) muestra un incremento caracteristico en la temperatura
de fusién después del ciclo 20 a medida que aumenta la concentracién del producto de amplificacién. La Tm del
producto estd en funcién de la concentracién del producto.

Fijacion/Extension del producto

Durante la extension constante a una temperatura de fijacién/extension combinada, se monitorizé la fluorescencia
y esta informacion se utilizé para asegurar que se habia permitido un tiempo adecuado, pero no excesivo, para la exten-
sién del producto. La fluorescencia se monitoriz6 en intervalos de 10 segundos, si la fluorescencia aumentaba mas que
una proporcién establecida (habitualmente, 1,00-1,05), a continuacién, se continuaba la etapa de fijacién/extension.
De lo contrario, se iniciaba la siguiente etapa de fusién del producto. El intervalo de 10 segundos se eligié para
proporcionar un minimo de 20 segundos en la temperatura de fijacién/extension.

La representacion fluorescencia/tiempo resultante (figura 52) muestra un incremento caracteristico en el tiempo de
residencia a la temperatura de fijacién/extension combinada a medida que aumenta la concentracion del producto de
amplificacion. A medida que la concentracién del cebador y la polimerasa se hace limitante, se necesita mas tiempo
para completar la extension del producto con cada ciclo.

Plateau de amplificacion

Al final de cada etapa de fijacién/extension, se adquiri6 el valor de la fluorescencia y se guardé. Cuando este valor
habia aumentado hasta 1,2 veces el valor mas bajo de la fluorescencia del final del ciclo y, posteriormente, se habia
parado el incremento por debajo de una proporcion establecida por el usuario (habitualmente, 1,00-1,02), se termind
el ciclado térmico. Como alternativa, se inici6 la etapa de obtencién de la curva de fusién introduciendo un segundo
gradiente lento de temperaturas de 0,1-0,2°C/s a lo largo de la Tm del producto y monitorizando de forma continua la
fluorescencia de la muestra.

La representacion fluorescencia/tiempo resultante (figura 52) muestra que después de veinticinco ciclos de am-
plificacion, la proporcién del crecimiento de la fluorescencia ciclo por ciclo cayé por debajo de 1,00 y se termind la
reaccion.

En una realizacién de la presente invencion, se utiliza la deteccién del plateau de amplificacion para obtener curvas
de fusién de elevada resolucién para cada muestra en un proceso de muestras multiples en el ciclo de temperatura
Optima para cada muestra. A medida que la muestra alcanza su plateau de amplificacion, se obtiene una curva de
fusion para esa muestra, a continuacion, el ciclado regular de temperaturas se reanuda hasta que otra reaccion alcanza
su plateau de amplificacion.

La presente invencién también proporciona la monitorizacién y el control en tiempo real de la fijacién distinta de
la extension. Si uno de los cebadores estd marcado en 3’ con Cy5, no se puede producir la extension. Sin embargo,
si se mezcla el cebador marcado (1-10%) con cebador no marcado (90-99%), la eficacia de amplificacién disminuira
ligeramente, pero la fijacion es observable como transferencia de energia por fluorescencia de un colorante especifico
de cadena doble para Cy5. El cebador con la Tm mds baja (segtn lo determinado mediante la termodindmica del vecino
mads préximo, como se conoce en la técnica) se marca con Cy5 y se incluye SYBR™ Green I como colorante especifico
de cadena doble. Como alternativa, la fijacién del cebador puede monitorizarse indirectamente con oligonucleétidos
complementarios equivalentes. Un oligonucleé6tido de la misma longitud y Tm que el cebador de fusién mas baja, se
disefa con ninguna complementariedad con la secuencia amplificada. Este oligonucle6tido se marca en 5’ con Cy5
y su complemento se marca en 3’ con fluoresceina o alglin otro par de transferencia de energia de resonancia. La
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hibridacién de estos oligonucleétidos se sigue mediante transferencia de energia de resonancia. La concentracion de
una sonda se iguala a la concentracién del cebador de Tm mads baja y la concentracién de la otra sonda se hace mucho
menor que ésta para obtener cinética de pseudo-primer orden que se aproxima a la cinética de pseudo-primer orden de
la fijacién del cebador al producto. La eficacia de la fijacién se monitoriza y se utiliza para controlar la temperatura y
tiempos de fijacién mediante uno de estos métodos.

También estd dentro del alcance de la presente invencidn sustituir completamente los valores establecidos de tem-
peratura y tiempo por el control de retroalimentacion de la fluorescencia. Por ejemplo, se colocan tres muestras en un
ciclador de temperatura por fluorescencia con capacidad de retroalimentacion. Las muestras son:

1. Una muestra que no reacciona que contiene producto amplificado y SYBR™ Green I.

2. Una muestra que no reacciona que contiene cebadores complementarios marcados de forma fluorescente
con una Tm igual al cebador con la Tm mds baja y concentraciones como se han indicado anteriormente.

3. La muestra a amplificar y SYBR™ Green 1.

Con cada ciclo de amplificacion, la desnaturalizacién del producto se asegura monitorizando la muestra 1 a medida
que la temperatura aumenta. Se determina una curva de fusién en tiempo real y cuando la muestra se ha desnatura-
lizado, comienza la transicién a la etapa de fijacién. La fijacion del cebador se monitoriza indirectamente a través
de la hibridacién de dos cebadores complementarios en la muestra 2. Uno de los cebadores estd marcado en 3’ con
fluoresceina y el otro estd marcado en 5’ con Cy5 o un colorante similar. La temperatura se rebaja hasta que la mues-
tra 2 muestra hibridacion del cebador segiin se indica mediante un incremento en la proporcién de fluorescencia a
670 nm/540 nm. Esta proporcién aumenta debido a la transferencia de energia de resonancia entre los fluoréforos
cuando estos se aproximan por hibridacién. El seguimiento de la extension del producto se realiza monitorizando la
fluorescencia de una o mas de las muestras actuales como se demostré en el Ejemplo 25.

Resumen. A partir de la discusién anterior, se valorara que la monitorizacién continua de la fluorescencia durante
la amplificacién de ADN para monitorizar la hibridacién es una técnica analitica extraordinariamente poderosa. Utili-
zando los métodos descritos en el presente documento y dependiendo del nimero de copias iniciales de las plantillas
presentes, se puede conseguir la identificacién y cuantificacion del producto en de cinco a veinte minutos después del
inicio del ciclado de temperaturas. La presente invencion consiguié varias ventajas no disponibles hasta la fecha en la
técnica. Por ejemplo, la presente invencidn proporciona métodos de fluorescencia de un tinico color para monitorizar la
pureza del producto, la cuantificacion relativa mediante la PCR multiplex o la PCR competitiva, la cuantificacién abso-
Iuta del producto mediante la cinética de refijacién, y un método mejorado para la cuantificacion de la plantilla inicial
mediante representaciones de la fluorescencia frente al nimero de ciclos. La presente invencién también proporciona
métodos de dos colores especificos de secuencia para la deteccion de variacién de la secuencia, cuantificacion relativa
mediante la PCR multiplex o la PCR competitiva, cuantificacion del producto mediante la cinética de refijacién, y un
método para la cuantificacién de la plantilla inicial mediante representaciones de la fluorescencia frente al niimero de
ciclos.

La siguiente tabla compara colorantes de ADN especificos de doble cadena, sondas de hidrélisis y sondas de
hibridacién ttiles en la monitorizacién continua de la PCR. La fluorescencia de los colorantes de ADN especificos
de doble cadena depende del estado de la cadena del ADN. Las sondas de hidrélisis doblemente marcadas se inhiben
mientras la fluorescencia intacta y del donador aumenta cuando la sonda se hidroliza. Las sondas de hibridacién
dependen del aumento de la transferencia de energia de resonancia cuando la hibridacién coloca a 2 fluoréforos mas
proximos entre si.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Resumen de sondas fluorescentes para la monitorizacion continua de la PCR

Sonda Fluorescente
Hibridacidén Colorante de Hidrélisis Hibridacidén

ADN de cadena

doble

Mecanismo Estado de la Inhibicidn Transferencia
cadena

Sintesis de Innecesario Dificil Sencilla

la sonda

Especificidad Tm del producto Secuencia Secuencia

Andlisis de Si No Si

fusién

Analisis No Si Si

multicolor

El tiempo, la temperatura y la fluorescencia se adquieren de 1-10 veces cada segundo y los detalles exactos de
la hibridacién del producto y/o la sonda se observan durante el ciclado de temperaturas. Con colorantes de ADN
especificos de doble cadena, se utiliza la hibridacién del producto con respecto a la temperatura para identificar los
productos mediante curvas de fusién. Ademds, la cuantificacion relativa del producto se consigue mediante la ampli-
ficacién multiplex de dos o mds productos diferentes que difieren en la Tm. Ademads, la PCR competitiva se realiza
alterando la secuencia interna en los cebadores comunes, de manera que dos o mas productos tienen Tms diferentes.
La cuantificacién absoluta del producto se obtiene enfriando rdpidamente el producto desnaturalizado y observando la
cinética de refijacion. La sensibilidad de la cuantificacion de la plantilla inicial con las representaciones de la fluores-
cencia frente al nimero de ciclos se incrementa mediante el andlisis de las curvas de fusion del producto para controlar
la amplificacion no especifica y los algoritmos de ajuste de las curvas. Finalmente, la retroalimentacién inmediata de
la fluorescencia para controlar las condiciones de desnaturalizacién, los tiempos de elongacién y el rendimiento del
producto se obtienen monitorizando el estado de la cadena del producto con colorantes de ADN especifico de doble
cadena.

La capacidad de monitorizar la hibridacién de la sonda con fluorescencia durante el ciclado de temperatura es una
potente herramienta. La presente invencién proporciona métodos de fluorescencia de dos colores que dependen de la
hibridacién de la sonda (no de la hidrdlisis) para la deteccién y cuantificacion especifica de secuencia durante la PCR.
La cinética de fijacion y la fusién de sondas de hibridacién proporcionan informacién no disponible con sondas que
depende de la hidrdlisis de exonucleasa entre fluor6foros. La monitorizacién continua de la hibridacién de la sonda
especifica de secuencia puede seguirse en los cambios de temperatura mediante transferencia de energia de resonancia.
La fusién de la sonda se produce a una temperatura caracteristica determinada por su secuencia y complementaria al
producto. Se han detallado dos esquemas mediante la presente invencion, (1) dos sondas de hibridacién adyacentes y
(2) una sonda marcada que hibrida con un producto de la PCR de cadena sencilla que incorpora un cebador marcado.
La temperatura de fusién de las sondas especificas de secuencia identifica y discrimina productos durante la PCR. Los
polimorfismos y mutaciones de ADN, incluyendo mutaciones de base unica, se detectan mediante desplazamientos en
la Tm de la sonda. Ademads, la cuantificacion relativa del producto se consigue mediante amplificaciéon multiplex de,
c6mo minimo, dos productos diferentes con una o mas sondas que se funden de sus productos respectivos a diferentes
temperaturas. Ademds, la PCR competitiva se realiza alterando la secuencia interna a los cebadores de modo que una o
mas sondas hibridan con el competidor y la plantilla natural a diferentes Tm. Como alternativa, se realiza PCR relativa
o competitiva mediante andlisis multicolor con sondas marcadas con diferentes fluoréforos, tales como Cy5 y Cy5.5.
La concentracién absoluta de producto se determina mediante andlisis de la cinética de fijacién de la sonda. El ntimero
de copias de la plantilla inicial se determina a partir de representaciones de fluorescencia frente al nimero de ciclo
mediante algoritmos de ajuste de curva.

Cuando se desea el andlisis multiplex en una reacciéon PCR, es una practica comun utilizar diferentes marcadores
fluorescentes con un espectro de emision distinguible para identificar los miiltiples productos. El anélisis es complicado
por el ndmero limitado de fluoréforos disponibles y el solapamiento de los espectros de emision de estos fluoréforos
que estan disponibles (ver HM Shapiro, véase anteriormente). El andlisis de la hibridacién de la sonda o el producto
con las curvas de fusion es otro método para distinguir mdltiples productos de la PCR. Siguiendo la hibridacién durante
el ciclado de temperaturas, se puede minimizar el nimero de sondas y/o colores espectrales necesarios para distinguir
los multiples productos. La presente invencion puede realizarse en otras formas especificas sin alejarse de su espiritu o
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caracteristicas esenciales. Las realizaciones descritas deben considerarse en todos los aspectos inicamente ilustrativas
y no restrictivas. El alcance de la invencidn se indica, por lo tanto, mediante las reivindicaciones adjuntas en lugar de
mediante la anterior descripcion. Todos los cambios que entren dentro del significado e intervalo de equivalencia de
las reivindicaciones deben considerarse dentro de su alcance.

En las figuras 53-105 se encuentra el c6digo de programacion para llevar a cabo la curva de fusién y otros
andlisis.
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REIVINDICACIONES

1. Método para analizar una secuencia de ADN diana de una muestra biolégica, comprendiendo dicho método las
etapas de:

la amplificacién de la secuencia diana por la reaccién en cadena de la polimerasa en presencia de una cantidad
de una entidad fluorescente que se une al dcido nucleico, comprendiendo dicha reaccion en cadena de la polimerasa
las etapas de adicién a la muestra bioldgica de una polimerasa termoestable y cebadores para la secuencia de acidos
nucleicos diana y el ciclado térmico de la muestra bioldgica entre, como minimo, una temperatura de desnaturalizacién
y una temperatura de elongacion;

la excitacion de la muestra con una luz a una longitud de onda absorbida por la entidad fluorescente que se une al
acido nucleico;

la monitorizacién de la fluorescencia dependiente de la temperatura de la entidad fluorescente que se une al acido
nucleico a medida que cambia la temperatura de la muestra;

la adquisicién de una curva de fusién del producto amplificado de dicha etapa de monitorizacién; y
la realizacién de un andlisis de la curva de fusién para el producto amplificado.

2. Método, segtin la reivindicacion 1, en el que dicha entidad fluorescente que se une al 4cido nucleico comprende
un colorante fluorescente que se une a un acido nucleico de cadena doble.

3. Método, segtin la reivindicacién 1, en el que la entidad fluorescente que se une al 4cido nucleico es SYBR™
Green 1.

4. Método, segtn la reivindicacién 2, en el que dicho fluorescente que se une a un 4cido nucleico especifico
de cadena doble es un miembro seleccionado entre el grupo que comprende SYBR™ Green I, bromuro de etidio,
Picogreen, naranja de acridina, naranja de tiazol, YO-PRO 1 y cromomicina A3.

5. Método, segin la reivindicacion 1, en el que la entidad fluorescente que se une al dcido nucleico es SYBR™
Green I, la etapa de excitacion incluye la excitacién de la muestra bioldgica con luz a una longitud de onda absorbida
por el SYBR™ Green 1 y la etapa de monitorizacion incluye la monitorizacién de la fluorescencia dependiente de la
temperatura de SYBR™ Green L.

6. Método, segtin la reivindicacién 5, en el que dicha etapa de monitorizacién comprende la determinacién de un
perfil de fusién de la secuencia diana amplificada.

7. Método, segtin la reivindicacién 1, que comprende ademads la etapa de

la determinacion de una constante de velocidad de segundo orden para la secuencia diana amplificada para
determinar la concentracion de la secuencia diana amplificada, comprendiendo la etapa de determinacién
de la constante de velocidad de segundo orden

la elevacion la temperatura de una mezcla que comprende una concentraciéon conocida de la secuencia diana
amplificada y una cantidad eficaz de un colorante fluorescente especifico de cadena doble, por encima de la
temperatura de desnaturalizacién de la secuencia diana amplificada para dar como resultado una secuencia
diana amplificada desnaturalizada;

la rapida reduccién de la temperatura de la mezcla que comprende la cantidad conocida de secuencia diana
amplificada desnaturalizada a una temperatura seleccionada por debajo de la temperatura de desnaturali-
zacion de la secuencia diana amplificada, mientras se monitoriza de forma continua la fluorescencia de la
mezcla en funcién del tiempo; y

la representacion de la fluorescencia en funcién del tiempo para determinar la fluorescencia maxima, fluo-
rescencia minima, el tiempo a la fluorescencia minima y la constante de velocidad de segundo orden para
la concentracién conocida de secuencia diana amplificada a partir de la ecuacién

F_—-F

_ max min

=F —
" (¢ —t,)ADN]+1

en la que F es fluorescencia, F,,,, es fluorescencia maxima, F,;, es fluorescencia minima, k es la constante
de velocidad de segundo orden, t, es el tiempo a F,;, y [ADN] es la concentracién conocida de la secuencia
diana amplificada.
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8. Método, segtin la reivindicacién 1, en el que
la secuencia de 4cido nucleico diana es un fragmento seleccionado de una plantilla de dcido nucleico diana,

la reaccién en cadena de la polimerasa se produce en una mezcla de reaccién y la mezcla de reacciéon comprende
ademads una cantidad desconocida de la plantilla de 4dcido nucleico diana, un segundo par de cebadores de oligonucled-
tidos configurados para amplificar un fragmento seleccionado de una plantilla de referencia y una cantidad conocida
de la plantilla de referencia, donde la amplificaciéon da como resultado un fragmento amplificado de la plantilla diana
y un fragmento amplificado de la plantilla de referencia,

la etapa de monitorizacién incluye la monitorizacién de la fluorescencia emitida en funcién de la temperatura para
dar como resultado una curva de fusion de los productos amplificados en la que el fragmento amplificado de la plantilla
diana y el fragmento amplificado de la plantilla de referencia se funden a diferentes temperaturas;

la conversion de las curvas de fusién a picos de fusion y la determinacién de cantidades relativas de la plantilla
diana y la plantilla de referencia a partir de dichos picos de fusién; y

el cdlculo de la concentracién de la plantilla diana en base a la cantidad conocida de la plantilla de referencia y las
cantidades relativas de plantilla diana y plantilla de referencia.

9. Método, segtin la reivindicacién 1, en el que

la amplificacion se produce en una mezcla de reaccion y los cebadores se configuran para amplificar la secuencia
de 4cido nucleico diana para dar como resultado un producto diana amplificado, comprendiendo ademads la mezcla de
reaccion,

una plantilla de control positivo y un segundo par de cebadores de oligonucleétidos configurados para amplificar
la plantilla de control positivo para dar como resultado un producto de control amplificado,

la etapa de monitorizacién comprende la monitorizacién de forma continua de la fluorescencia durante un ciclo de
amplificacion de la reaccién en cadena de la polimerasa para dar como resultado un primer pico de fusién del producto
diana amplificado si se amplifica la secuencia de dcido nucleico diana, y un segundo pico de fusién del producto de
control amplificado si se amplifica la plantilla de control positivo;

donde la obtencion del segundo pico de fusion indica que la reaccion en cadena de la polimerasa era operativa,
la obtencién del primer pico de fusién indica que el fragmento diana seleccionado era amplificable, y la ausencia del
primer pico de fusion indica que el fragmento diana seleccionado no era amplificable.

10. Método, segun la reivindicacion 3, en el que la etapa de amplificacién produce productos amplificados y
la fluorescencia dependiente de la temperatura se utiliza para identificar los productos amplificados, en el que los
productos amplificados se identifican mediante el andlisis de las curvas de fusién.

11. Método, segtin la reivindicacién 10, en el que las cantidades relativas de dos o méds productos amplificados se
determinan mediante el andlisis de las curvas de fusion.

12. Método, segun la reivindicacién 10, en el que las dreas bajo las curvas de fusién se encuentran mediante
regresién minimo-cuadratica no lineal de la suma de gaussianos multiples.
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SUMA DE GAUSSIANOS VI
ULTIMA MODIFICACION EL 16/5/97 A LAS 12:24 AM
IMPRESO EL 3/6/97 A LAS 11:11 AM

DJUSTE NO LINEAL LEV-MAR:

ESTE VI UTILIZA EL ALGORITMO DE LEVENBERG-MARQUARDT PARA DETERMINAR EL CONJUNTO DE
COEFICIENTES DE MINIMOS CUADRADOS QUE MEJOR AJUSTAN EL CONJUNTO DE PUNTOS DE LOS
DATOS DE ENTRADA (X, Y), TAL COMO SE EXPRESA POR UNA FUNCION NO LINEAL Y=F(X A}, EN LA QUE
A ES EL CONJUNTO DE COEFICIENTES. ESTE VI TAMBIEN PROPORCIONA LA CURVA DE AJUSTE OPTIMA
Y=F(X,A).

EL USUARIO NECESITA ABRIR UN SUB-VI “TARGET FNC & DERIV NONLIN" E INTRODUCIR SU FUNCION NO
LINEAL F(X,A) EN EL NODO DE LA FORM‘_JLA, Si EL USUARIO ELIGE EL CALCULO DE LA FORMULA POR UN
METODO DERIVATIVO, NECESITA TAMBIEN INTRODUCIR LA DERIVADA PARCIAL DE F(X,A) CON RESPECTO
A{A).

ENTRADAS:
X: PUNTOS DE DATOS EXPERIMENTALES.

Y: PUNTOS DE DATOS EXPERIMENTALES.

DESVIACION ESTANDAR: DESVIACION ESTANDAR DE LOS DATOS DE CADA EXPERIMENTO. S| NO TIENE
SUFICIENTE CONOCIMIENTO SOBRE ESTE PARAMETRO, DEJELO EN BLANCO.

COEFICIENTES ALEATORIOS INICIALES: SUS COEFICIENTES ALEATORIOS. St ESTAN MUY LEJOS DE LOS
COEFICIENTES ADECUADOS, EL VI NO CONSEGUIRA DEVOLVER LOS COEFICIENTES ADECUADOS NI EL
AJUSTE DE CURVA OPTIMO.

ITERACION MAXIMA: MAXIMA ITERACION QUE INTENTARA EL ALGORITMO. SI NO PUEDE CONVERGER
CUANDO SE ALCANZA LA MAXIMA ITERACION, EL VI DEVOLVERA UN ERROR.

DERIVACION: EXISTEN DOS MANERAS DE CALCULAR LA DERIVADA PARCIAL DE F(X,A) CON RESPECTO
AL COEFICIENTE A. St ELIGE EL CALCULO NUMERICO, EL Vi UTILIZARA UN METODO NUMERICO PARA
CALCULARLAS DE FORMA INTERNA. SI ELIGE EL CALCULO CON FORMULA, SE NECESITA INTRODUCIR LA
FORMULA DERIVADA EN EL SUB-VI “TARGET FNC & DERIV NONLIN". EL CALCULO CON FORMULA ES MAS
PRECISO QUE EL CALCULO NUMERICO.

SALIDAS:
COEFICIENTES ALEATORIOS OPTIMOS: LOS COEFICIENTES DE LOS MINIMOS CUADRADOS.
AJUSTE OPTIMO: LA CURVA DE AJUSTE OPTIMA F(X A).
COVARIANZA: COVARIANZA DE LA MATRIZ DE COEFICIENTES ALEATORIOS OPTIMOS.
MSE: MSE = 1/N*SUM[(Y(I)-F(X(1),A)/STD()]*2)

(STD: DESVIACION ESTANDAR)
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X

fom] Y

Y es el conjunto de los puntos de los datos que representan los valores observados de la variable
dependiente Y
[08L]

[pst] Coeficientes aleatorios iniciales
Los coeficientes aleatorios iniciales son la idea inicial de los coeficientes solucién.
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SUMA DE GAUSSIANOS AJUSTADAVI
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T92) TERACION MAXIMA ]
T LAITERACION MAXIMA ES EL MAXIMO DE ITERACIONES EJECUTADAS QUE SE UTILIZAN
EN EL ALGORITMO DE AJUSTE NO LINEAL.

S| SE SUPERA LA ITERACION MAXIMA Y NO SE HA ENCONTRADO LA SOLUCION, ESTE Wi
DEVOLVERA UN ERROR. EN ESTE PUNTO, SE DEBE INCREMENTAR LA ITERACION MAXIMA,
EL AJUSTE DE LOS COEFICIENTES ALEATORIOS INICIALES O CAMBIAR LA FUNCION OBJETIVO.

0. DERIVACION )
"~ LADERIVACION SE UTILIZA PARA ESPECIFICAR EL METODO UTILIZADO PARA CALCULAR EL
JACOBIANQ.

O:. APROXIMACION NUMERICA
1. EVALUACION POR FORMULA. DEBE ESPECIFICAR LA FORMULA PARA EL JACOBIANO
EN EL DIAGRAMA “TARGET FNC & DERIV NONLIN”

tera}  DESVIACION ESTANDAR ,
LA DESVIACION ESTANDAR ES EL CONJUNTO DE DESVIACIONES ESTANDAR, SIGMA (i) PARA
LOS PUNTOS (X{1), Y(1).

SI TODAS LAS DESVIACIONES ESTANDAR SON IGUALES O SON DESCONOCIDAS, DEJE ESTE
CONTROL DESCONECTADO Y LAS DESVIACIONES ESTANDAR SE ESTABLECERANEN 1,0,

fopy] COEFICIENTES DE AJUSTE OPTIMO
LOS COEFICIENTES DE AJUSTE OPTIMO SON EL CONJUNTO DE COEFICIENTES QUE MINIMIZAN

EL ERROR CHI CUADRADO ENTRE EL VECTOR SOLUCION Y LOS VALORES DE Y OBSERVADOS.

[ Y] AJUSTE OPTlMO
EL AJUSTE OPTIMO SON LOS DATOS AJUSTADOS Z{I)=F(X(!),A)), DONDE A ES EL CONJUNTO DE
COEFICIENTES DE AJUSTE OPTIMOS.

(e8] Mse :
MSE ES EL ERROR CHI CUADRADO ENTRE EL AJUSTE OPTIMO Y LOS VALORES DE Y OBSERVADOS.

{3320} ERROR .
PUEDE CONECTAR ESTA SALIDA A LA BUSQUEDA DEL PRIMER ERROR DE VI PARA PRODUCIR UN
CLUSTER DE ERRORES. A CONTINUACION, ESTE CLUSTER SE PUEDE CONECTAR AL MANEJADOR
SIMPLE DE ERRORES DE Vi O AL MANEJADOR GENERAL DE ERRORES DE VI PARA UN INFORME
INMEDIATO DE CUALQUIER ERROR. TAMBIEN PUEDE BUSCAR LOS CODIGOS DEL ERROR EN EL
APENDICE DE LOS CODIGOS DE ERROR EN EL MANUAL DE REFERENCIAS CRUZADAS DE LABVIEW.

[ps] COVARIANZA
LA COVARIANZA ES LA MATRIZ DE LAS COVARIANZAS C.
CLJ.K] ES LA COVARIANZA ENTRE A[J] Y A[K], Y C [1J,J] ES LA VARIANZA DE A [J].
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL

(i) SOLICITANTE: Wittwer, Carl T.
Ririe, Kirk M.
Rasmussen, Randy P.

(i) TITULO DE LA INVENCION: Monitorizacién de la hibridacién durante la PCR
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 27

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) NOMBRE: Thorpe, North and Western, L.L.P.
(B) CALLE: 9035 South 700 East, Suite 200
(C) CIUDAD: Sandy
(D) ESTADO: Utah
(E) PAIS: Estados Unidos
(F) CP: 84070

(v) FORMATO DE LECTURA EN EL ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete, 3,5 pulgadas, capacidad 1,44 Mb
(B) ORDENADOR: Toshiba T2150CDS
(C) SISTEMA OPERATIVO: Windows 95
(D) SOFTWARE: Word Perfect 7.0

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE REGISTRO:
(C) CLASIFICACION:

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/658.993
(B) FECHA DE REGISTRO: 4-JUNIO-96

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/818.267
(B) FECHA DE REGISTRO: 17-MARZO-97

(viii) INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Alan J. Howarth
(B) NUMERO DE REGISTRO: 36.553
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 8616.CIP7

(ix) INFORMACION POR TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: (801)566-6633
(B) TELEFAX: (801)566-0750

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 1

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1
CGTGGTGGAC TTCTCTCAAT 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 2

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2
AGAAGATGAG GCATAGCAGC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3
CARAACAGACA CCATGGTGCA CCTGACTCCT GAGGA 35

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 4

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4
AAGTCTGCCG TTACTGCCCT GTGGGGCAAG 30

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 5

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5
TCTGCCGTTA CTGCCCTGTG GGGCAAG 27

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 6

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
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(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6
CAACTTCATC CACGTNCACC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 7

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7
CTGTCCGTGA CGTGGATT 18

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 8

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8
AAGTCCTCCG AGTATAGC 18

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 9

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9

TAATCTGTAA GAGCAGATCC CTGGACAGGC GAGGAATACA GGTATT 46

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 10

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 46 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEO ID NO: 10
TAATCTGTAA GAGCAGATCC CTGGACAGGC AAGGAATACA GGTATT 46

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 11

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) CADENAS: Una

(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 11
TAATCTGTAA GAGCAGATCC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 12

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 12
TGTTATCACA CTGGTGCTAA 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 13

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 13
AATACCTGTA TTCCTCGCCT GTC 23

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 14

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 14
ATGCCTGGCA CCATTAAAGA 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 15

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 15
GCATGCTTTG ATGACGCTTC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 16
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 16
CGGATCTTCT GCTGCCGTCG 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 17

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 17
CCTCTGACGT CCATCATCTC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 18

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 18
GAAGTCTGCC GTTACTGCCC TGTGGGGCAA G 31

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 19

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 19
CTGCCGTACT GCCCTGTGGG GCAAGG 26

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 20
ATGCCCTCCC CCATGCCATC CTGCGT 26
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 21
CAACTTCATC CACGTTCACC 20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 22

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 22
GTCTGCCGTT ACTGCCCTGT GGGGCAA 27

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 23
CCTCAAACAG ACACCATGGT GCACCTGAGT CC 32

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 24

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 24
GAAGTCTGCC GTTACTGCCC TGTGGGGCAA 30

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 25
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TGAAGGAGAA GGTGTCTGCG GGA 23

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 26

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 26
CCTCGGCTAA ATAGTAGTGC GTCGA 25

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO: 27

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) CADENAS: Una
(D) TOPOLOGIA: Lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 27
AGGACGGTGC GGTGAGAGTG 20
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