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METODO PARA LA DETERMINACION DEL GENOTIPO DE SECUENCIAS
MULTIPLES

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencién describe un método para la determinacién del genotipo de
secuencias multiples de interés, mas especificamente, describe un método para
determinar el genotipo de multiples secuencias de forma simultanea en una Unica
reacciéon, y en particular, un método para la determinacién del genotipo de

polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) simultaneamente en una Unica reaccion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La caracterizacion de multiples secuencias es un requisito en el diagnéstico de
sindromes poligénicos y/o enfermedades cuya causa es el resultado de diferentes
variaciones genéticas/cromosémicas. Tales secuencias, que son la base de los
mencionados sindromes, muy frecuentemente estdn separadas largas distancias
corriente arriba/corriente abajo de un determinado marcador genético, por tanto su
andlisis en paralelo es requisito para poder proporcionar un diagnéstico preciso. Un
importante ndmero de usos clinicos se presentan cuando esta clase de secuencias
lejanas (que muestran a menudo diversos patrones de acoplamiento) son analizadas,
incluyendo la determinacién de las consecuencias de enfermedades complejas, usos en
farmocogenética, medicina legal, y estudios epidemiol6égicos. En este sentido, un
importante nimero de desordenes genéticos son el resultado de la interacciéon entre
secuencias distantes la una de la otra, contribuyendo al riesgo de desarrollar una

enfermedad en particular.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) representan el tipo mas abundante de
variaciéon de secuencia en el genoma humano y pueden ser utiles para muchos usos
diversos, incluyendo la determinacién de la arquitectura genética de rasgos y
enfermedades complejas, aplicaciones en farmacogenética, medicina legal, y estudios
evolutivos. Muchos desérdenes genéticos son el resultado de la interaccién de mas de
un SNP, cada uno contribuyendo al riesgo de desarrollar una enfermedad en particular.
En muchas ocasiones estos SNPs a los cuales se les asocia el riesgo de desarrollo de
enfermedades estan muy separados en el mismo gen, o incluso estan presentes en

diferentes genes.
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Tradicionalmente el genotipo de secuencias y en particular de SNPs se determina
mediante reacciones de microsecuenciacion. El método convencional incluye una
reaccion de PCR para amplificar una regién de ADN que contiene la secuencia de
interés y en particular el SNP de interés y para amplificar una secuencia de ADN que
flanquea la secuencia/SNP de interés y que puede usarse como control de calidad
interno. A continuacién se lleva a cabo la reaccién de microsecuenciacioén con la cual se
puede leer tanto la secuencia que flanquea la secuencia/SNP de interés como la propia
secuencia de interés y en particular el SNP pudiendo resolverse su genotipo.

El genotipado de multiples secuencias y en particular de multiples SNPs se lleva a cabo
haciendo una reaccién de PCR y una reaccién de secuenciacién por cada secuencia
y/o SNP de interés. Por ejemplo ver Lin YS, Liu FG, Wang TY, Pan CT, Chang WT, Li
WH (2010) “A simple method using Pyrosequencing™ to identify de novo SNPs in
pooled DNA samples.” Nucleic Acids Res 39(5): €28; Mashayekhi F, Ronaghi M. (2007)
“Analysis of read length limiting factors in Pyrosequencing chemistry.” Anal Biochem
363(2): 275-287. El método requiere de miltiples reacciones de secuenciaciéon que
encarecen asi como alargan el ensayo. Ademas con este método se precisan grandes
cantidades de ADN molde de partida necesarias para secuenciar las multiples regiones
de interés, haciendo por tanto este proceso no factible para casos donde la cantidad de
ADN molde de partida objeto de secuenciacién es muy escasa.

Ademas, aunque los procesos de pirosecuenciaciéon usados son relativamente simples,
los usuarios se enfrentan a retos debidos a la gran variedad de parametros a considerar
en el desarrollo de la PCR, asi como los relativos al disefio de cebadores de
secuenciaciéon, y los que afectan tanto a la preparacién de muestra como a la
dispensaciéon de nucleétidos. Estos retos son laboriosos y costosos. Por ejemplo ver
Gharizadeh B, Akhras M, Nourizad N, Ghaderi M, Yasuda K, Nyrén P, Pourmand N.
(2006) “Methodological improvements of pyrosequencing technology.” J Biotechnol.
124(3): 504-511.

Por tanto es clara la necesidad de contar con un método para la determinacién del
genotipo de secuencias multiples y en particular de miultiples SNPs que resuelva las
desventajas que presentan los métodos descritos hasta la fecha como estado del arte.

RESUMEN DE LA INVENCION
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La presente invencién tiene como propdésito la determinaciéon del genotipo de mdltiples
secuencias de interés, en particular, de mdltiples polimorfismos de un solo nucleétido

(SNPs) simultaneamente en una Unica reaccioén de secuenciacion.

Es un objeto de la presente invencién reducir el nimero de reacciones requeridas para
la secuenciacion de multiples secuencias de interés, en particular de miultiples
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) mediante el uso de una uUnica reaccién

multiplex de genotipado.

Es otro objeto de la presente invencién reducir el trabajo y coste que supone el
genotipado de multiples secuencias de interés, en particular de multiples polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs).

Sigue siendo otro objeto de la presente invencién proporcionar un método para el
genotipado de multiples secuencias de interés, en particular SNPs, este método consta
de la amplificacién en una muestra de al menos una secuencia objetivo para producir
un producto amplificado, en donde dicha secuencia objetivo consta de al menos uno o
mas sitios de una secuencia de interés, en particular, polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP); y del genotipado de dicho producto amplificado mediante el uso de
una mezcla de oligonucleétidos de secuenciacion, en donde dicha mezcla consta de al
menos un oligonucleétido de secuenciacién por cada una de las secuencias

mencionadas, en particular, sitios de SNP

Sigue siendo otro objeto de la presente invencién la determinacién del genotipo de
multiples secuencias de interés, en particular, SNPs que estan localizados no mas de
1kB uno de otro mediante el uso de una reaccién de amplificacién simple y una
reaccién multiplex de genotipado.

Sigue siendo otro objeto de la presente invencién la determinacién del genotipo de
multiples secuencias de interés, en particular, SNPs que estan localizados a una
distancia superior a 1kb mediante el uso de una reaccién multiplex de amplificacion y
una reaccién multiplex de genotipado.

Sigue siendo otro objeto de la presente invencién la determinacién del genotipo de
multiples secuencias de interés, en particular, SNPs mediante el uso de reactivos de
amplificacién gelificados para producir productos amplificados, los cuales

posteriormente seran objeto de secuenciacién mdltiple.
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Los objetos, las realizaciones, las caracteristicas y las ventajas precedentes y otras de
la presente invencién seran evidentes a partir de la descripcibn mas detallada y

particular de la misma asi como de las reivindicaciones que de ella se derivan.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

A continuacién se describen ejemplos conjuntamente con figuras que tienen el
propdsito de ilustrar y no de limitar el alcance del concepto inventivo de la presente

invencion.
FIG. 1 muestra una reaccién simple de PCR con una reaccién mdltiplex de genotipado.

FIG. 2 muestra una reaccién miultiplex de PCR con una reaccién muiltiplex de

genotipado.

FIG. 3 muestra la imagen del gel de agarosa que resulta de la PCR simple, segun el
ejemplo 1.

FIG. 4 muestra una visién de la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion,
segun el ejemplo 1.

FIG. 5 muestra la imagen de los pirogramas que se obtienen del genotipado simple y
multiplex de SNP, segun el ejemplo 1.

FIG. 6 muestra los resultados del genotipo obtenido para el ADN molde, segin el
ejemplo 1.

FIG. 7 muestra la imagen del gel de agarosa que resulta de la PCR simple, segun el
ejemplo 2.

FIG. 8 muestra una visién de la calidad de las reacciones de pirosecuenciacion, segin
el ejemplo 2.

FIG.9 muestra la imagen de los pirogramas del genotipado simple y multiplex de SNP,
segun el ejemplo 2.

FIG. 10 muestra los resultados del genotipo obtenidos para el ADN molde, segun el
ejemplo 2.
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FIG. 11 muestra la imagen del gel de agarosa que resulta de la PCR simple, segin el
ejemplo 3.

FIG. 12 muestra la imagen del gel de agarosa que resulta de la PCR multiplex, segun el
ejemplo 3.

FIG. 13 muestra una visién de la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion,

segun el ejemplo 3.

FIG. 14 muestra los resultados del genotipo obtenidos para el ADN molde, segun el
ejemplo 3.

FIG. 15 muestra la imagen del gel de agarosa que resulta de la PCR gelificada, segun
el ejemplo 4.

FIG. 16 muestra una visién de la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion,
segun el ejemplo 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La siguiente descripcidén de las realizaciones y ejemplos preferidos se proporciona a
modo de explicacién e ilustracidon. Como tal, no deben ser vistos como limitantes del
alcance de la invencién segun lo definido por las reivindicaciones. Ademas, cuando se
proporcionan los ejemplos, se hace solamente a modo de ilustracién y no con el objeto

de ser restrictivos.

A lo largo de la descripcién y de las reivindicaciones de la presente invencién, la
siguiente terminologia sera usada de acuerdo a las explicaciones que se detallan abajo.

El término “secuencias de interés” incluye, pero no se limita a, areas genéticas
codificantes o no (es decir intrones/exones), repeticiones en tanden y satélites, regiones
lider 5 UTR, puntos de alta intensidad mutacional... y, en general, cualquier fragmento
de ADN cuya modificacién conduce a cambios en el comportamiento de un organismo
en particular en relacién al desarrollo de anormalidades. Estas modificaciones pueden
funcionar a cualquier nivel, genético, genémico o metagendmico, por tanto es necesario

abarcar el andlisis en paralelo de cada una de ellas
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El término “diana” incluye, pero no se limita a, moléculas, genes, 0 genomas, que
contienen una secuencia de 4acido nucleico 0 segmento de una secuencia que interesa
ser caracterizado mediante identificacién, cuantificacion o amplificacién. Dianas
contempladas bajo esta invencién pueden ser derivadas de cualquier organismo,
incluyendo animales mamiferos y no-mamiferos, bacterias, virus u hongos. Un
retrovirus es un ejemplo de una diana que puede ser identificada o cuantificada usando
secuencias altamente conservadas para hacer mapeado genémico. Debe entenderse
que en su caso, los términos “analito de acido nucleico”, “diana”’, y “analito diana de
acido nucleico” pueden ser usados alternativamente para identificar un acido nucleico,
una secuencia de acido nucleico, 0 un segmento de una secuencia de un acido nucleico

dentro de un organismo, bacteria, o virus, que es objeto de caracterizacion.

El término “gen” incluye, pero no se limita a, una secuencia particular de acido nucleico
dentro de una molécula de ADN que ocupa una posicién precisa en un cromosomay es
capaz de autorreplicacién codificando una cadena polipeptidica especifica. El término
“genoma” se refiere a un conjunto completo de genes en los cromosomas de cada

célula de un organismo especifico.

Se entendera, segun se describe a continuacién, que los términos “nucleétido” y
“nucledsido” incluyen, pero no se limitan a, nucledsidos que contienen no solo las
cuatro bases nucleotidicas del ADN natural, es decir, las bases de purina guanina (G) y
adenina (A) y las bases de pirimidina citosina (C) y timina (T), sino también la base de
purina del RNA uracilo (U), las bases de nucleétidos no naturales iso-G e iso-C, bases
universales, bases degeneradas, y otros nucleétidos y nucleésidos modificados.

Segun se describe a continuacion, el término “oligonucleétido” incluye, pero no se limita
a, polidexosirribonucledétidos (que contienen 2-dexosi-D-ribosa), polirribonucedtidos
(que contienen D-ribosa), y cualquier otro tipo de polinucleétido que es un N-glicésido
de una base de purina o de pirimidina, y otros polimeros que contienen caracteres no
nucleotidicos (por ejemplo, cualquier tipo de cadena modificada de ADN o ARN de los
que se utilizan en diferentes aplicaciones en biologia molecular y medicina, donde
pueden ser usados como una sonda para investigar enfermedades, infecciones virales,
identificar genes, regiones diana especificas dentro de un cromosoma... etc. Estos
oligonucleétidos modificados pueden estar hechos de diferentes unidades de bases
derivadas de nucleétidos, organizadas en diversas formas tales como acidos nucleicos

de proteinas y polimeros de acidos nucleicos sintéticos con una secuencia especifica



10

15

20

25

30

35

WO 2013/017702 PCT/ES2011/070565

7

comercialmente disponible a través de Anti-Gene Development Group, Corvallis, Oreg.,
tales como polimeros NEUGENE™) o uniones no estandar, siempre que los polimeros
contengan ndcleo-bases en una configuracibn que permita emparejamiento y
alineamiento de las bases, tal como se encuentran en el ADN y ARN. Por tanto,
“oligonucleétidos” aqui mencionados incluyen ADN de cadena doble y simple, asi como
ARN de cadena doble y simple e hibridos ADN:ARN, y también incluye tipos conocidos
de oligonucleétidos modificados, tales como, por ejemplo, oligonucleétidos donde uno o
mas de los nucleétidos naturales se substituyen por un analogo; oligonucleétidos que
contienen modificaciones inter-nucledtido tales como, por ejemplo, aquellos con
uniones no anibénicas/no catibénicas (por ejemplo, metil fosfonatos, fosfotriesteres,
fosforomidatos, carbamatos, etc), uniones anidnicas (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), y uniones catiénicas (por ejemplo amino-alquil-fosforomidatos,
amino-alquil-fosfotriesteres), que contienen dominios de interaccién tales como, por
ejemplo, proteinas (incluyendo nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de sefial, poli-
L-lisina, etc)., aquellos con intercalantes (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.),
aquellos con queladores (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales
oxidativos, etc.), y aquellos con alquilators. No se pretende hacer distincién respecto los
términos “polinucleétido” y “oligonucleétido” que seran usados alternativamente. Estos
términos se refieren Unicamente a la estructura primaria de la molécula. Segun se
describe a continuaciéon los simbolos para nucledtidos y polinucledtidos se
corresponden con los establecidos por la IUPAC-IUBMB comisién conjunta sobre

nomenclatura bioquimica.

El término “oligonucleétido de amplificacién” incluye, pero no se limita a, un
oligonucleétido que es complementario a la molécula diana de cADN o ARN vy
proporciona el extremo 3’-OH como substrato al cual cualquier ADN polimerasa puede
afiadir los nucledsidos de una cadena creciente de ADN en la direccién 5'-3'.

El término “simple” incluye, pero no se limita a, un ensayo Unico que no se lleva a cabo
simultaneamente con ningln otro ensayo. Los ensayos singleplex incluyen ensayos

individuales que se llevan a cabo de forma secuencial.

El término “multiplex” incluye, pero no se limita a, ensayos miltiples que se llevan a
cabo simultdneamente, en los cuales los pasos de deteccién y de analisis son
generalmente llevados a cabo en paralelo. Dentro del contexto de la presente

invencién, un ensayo multiplex incluird el uso de cebadores y sondas, solas o en
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combinacién con otros cebadores y sondas adicionales para la identificaciéon, por
ejemplo, del virus de la gripe junto con uno o mas virus adicionales. Se entiende que
dentro del contexto de la presente invencidn, los cebadores y sondas para controles
internos y ensayos pueden incluir por ejemplo oligonucleétidos.

El término “reactivos de amplificacion gelificados” incluye, pero no se limita a, reactivos
de amplificacién estabilizados que preservan sus cualidades quimicas y bioquimicas.
Tales reactivos de amplificacién incluyen pero no estan limitados a, tampones de
reaccién, mejorantes de reacciébn, y enzimas que intervienen en una reaccion
enzimatica, en este caso la amplificacion de &cidos nucleicos y las reacciones
asociadas a la secuenciacién mediante sintesis, una vez incluidos todos estos
reactivos, tampones de reaccién, potenciadores de reaccién y enzimas en un mismo
contenedor, en este caso tubos o placas multipocillo, de manera que se encuentran
dosificados cada uno de ellos en las cantidades dptimas de reaccién, y no interactian ni
reaccionan entre si, inmovilizando la reaccién bioquimica en la que intervienen,
pudiéndose activar la reaccién enzimatica a voluntad del usuario, sin haberse producido
una disminucién significativa de su actividad, habiendo trascurrido dias, semanas,

meses o0 incluso afios después de su mezcla y estabilizacion.

La estabilizacién asi entendida se consigue mediante la adicion de una mezcla
estabilizante a una solucién que contiene la mezcla de reaccién, y la posterior
eliminaciéon de la totalidad o parte del agua presente en la solucidén resultante. Esta
eliminaciéon de la totalidad o parte del agua puede ser conseguida mediante procesos
de liofilizacién, desecado en lecho fluido, desecado a temperatura ambiente y presién
atmosférica, desecado a temperatura ambiente y baja presién, desecado a alta
temperatura y presién atmosférica, y desecado a alta temperatura y baja presion.

En la presente invencién, el procedimiento de estabilizacién preferentemente utilizado
es la estabilizacibn mediante gelificacién, descrito en la patente WO 02/072002,
asignada a Biotools Biotechnological & Medical Laboratories, S.A. La mezcla
estabilizante de la mezcla de reaccién preferentemente esta compuesta por trehalosa,
melezitosa, lisina o betaina y glucégeno o rafinosa, a diferentes concentraciones en
dependencia de la reaccién enzimatica a estabilizar. Mas preferentemente la mezcla de
gelificacion esta compuesta por trehalosa, melezitosa, glucégeno vy lisina. El método de
extraccion del agua de la mezcla de reaccion tras la adicién de la mezcla de agentes
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estabilizantes es en la presente invencién preferentemente la desecacién mediante
vacio a temperatura comprendida entre los 30°C y los 40°C, dependiendo de la
reaccion enzimatica a estabilizar. Concretamente, en la presente invencién el contenido

de humedad se mantiene entre un 10-30% de agua.

La definicibn o nomenclatura sefialada solo tiene el propdsito de ser ejemplar y no de
ser restrictiva. No debe ser entendida como una limitacién del alcance de la invencién

segun lo definido.

A continuacién se describen algunas de las realizaciones y ejemplos preferidos de la
invencién reivindicada. Las realizaciones y modificaciones adicionales en la funcién, el
propdsito, o la estructura de las realizaciones expuestas tienen la intencién de ser

cubiertas por las reivindicaciones de esta solicitud.

La presente invencién da a conocer un método para la determinacién de secuencias
multiples, en particular, polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) simultaneamente.
El método comprende la amplificacién de una o mas secuencias diana presentes en
una muestra para producir un producto amplificado, y el genotipado del producto
amplificado con multiples oligonucleétidos de secuenciacién de forma simultanea. La
muestra puede ser una muestra de ADN o una muestra de ARN y la secuencia diana es
una secuencia en la muestra de ADN o en la muestra de ARN que comprende una o
mas secuencias para ser identificadas, en particular, sitios SNP de interés y una
secuencia adyacente la cual puede usarse como control de calidad interno.

La reaccién de amplificacién puede ser una reacciéon de amplificacién simple o una
reaccion de amplificacién multiplex dependiendo de la localizacién de la secuencia de
interés, en particular de los sitios SNP en la muestra. La reacciéon de amplificacion
simple se usa cuando dos 0 mas secuencias de interés, en particular sitios SNP de
interés estan localizados a una distancia no superior a 1kbp uno de otro. En la reaccién
de amplificacién simple, una Unica reaccién es disefiada con una pareja de
oligonucleétidos de amplificacién que cubre todas las secuencias relevantes, en
particular sitios SNP en un dnico amplicon. La reaccién de amplificaciéon multiplex se
usa cuando las secuencias de interés, en particular los sitios SNP de interés estan
localizados demasiado lejos unos de otros para ser incluidos en un Unico amplicon, o
debido a la presencia de una secuencia intermedia larga, o debido a que las secuencias
de interés, en particular los sitios SNP estan localizados en diferentes genes o
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cromosomas. Las reacciones de amplificacion multiplex estan disefiadas con una
mezcla de pares de oligonucledtidos de amplificacién que comparten composiciones
quimicas similares, por lo que pueden ser usados bajo las mismas concentraciones de
algunos reactivos, mismas temperaturas de alineamiento y mismos tiempos de
extension. Las composiciones quimicas similares deben ser entendidas como unidades
de bases de nucleétidos que necesitan ser organizadas de tal forma que cada unidad
tenga una base complementaria a la que se unira. Esto dara como resultado una hebra
que tiene un conjunto de bases opuesto al que se une, y es esta combinacién de bases
la que reporta la secuencia requerida en formato multiplex o simple. La mezcla de pares
de oligonucleétidos de amplificacibn comprende al menos una pareja de
oligonucleétidos de amplificaciéon correspondientes a cada una de las secuencias diana
que sera amplificada.

Los cebadores y oligonucleétidos de amplificacién usados son complementarios a los
extremos 3’ (tres prima) de cada hebra paralela y anti-paralela de la hebra de la
secuencia diana. Los oligonucleétidos se alinean primero a la muestra y luego tiene
lugar la reaccién de amplificacion. Uno de los oligonucleétidos de la pareja de
oligonucleétidos de amplificacién es biotinilado para que el producto amplificado
obtenido esté biotinilado.

En una realizacién ejemplar, la reacciéon de amplificacion es la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), sin embargo, otras reacciones de amplificacién tales como, aunque
no limitadas a, la reaccién en cadena de la ligasa (LCR), sistemas de mutagénesis
dirigida mediante sintesis (ARMS), PCR alelo especifica (ASPCR), PCR degenerada
pueden usarse para la amplificacién de la secuencia diana sin alterar el alcance ni el

espiritu de la presente invencién.

En una realizacién ejemplar, la reacciéon de amplificaciéon es estabilizada mediante el

proceso y reactivos de gelificacién descritos en la patente WO 02/072002.

En una realizaciéon ejemplar, los oligos de secuenciacién estan estabilizados mediante

el proceso y reactivos de gelificacién descritos en la patente WO 02/072002.

El producto amplificado producido mediante una reaccién de amplificacién simple o una
reaccion de amplificacion multiplex es un hibrido de al menos dos secuencias de
interés, en particular sitios SNPs y sus secuencias adyacentes. Este producto
amplificado es luego genotipado con una mezcla de oligonucleétidos de secuenciacién
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simultaneamente en una Unica reaccidon multiplex de genotipado. La mezcla de
oligonucleétidos de secuenciacion comprende al menos un oligonucleétido de
secuenciaciéon por cada una de las secuencias de interés, en particular sitios SNP de
interés. Los oligonucleétidos de secuenciacién se unen unas pocas bases corriente
arriba a la secuencia de interés, en particular al sitio SNP para iniciar el proceso de

secuenciacion.

En una realizaciéon ejemplar, el genotipado del producto amplificado se hace mediante
el método de la pirosecuenciacién, sin embargo, otros métodos de genotipado tales
como, pero no limitados a, secuenciacién Sanger, sistemas de secuenciacién masiva
por apilamiento de fragmentos (MPSS), secuenciacién polarizada, secuenciacidén
illumina, secuenciacién SOLID, secuenciacién microfluidica SANGER, secuenciacién
por hibridacién o similares pueden también usarse para el genotipado del producto
amplificado sin alterar el alcance y el espiritu de la presente invencién.

En una realizacién ejemplar, la reaccién de genotipado se lleva a cabo como sigue: un
oligonucleétido o cebador de secuenciacién hibrida con un producto amplificado de una
sola hebra o amplicon amplificado o amplicon de PCR que sirve como molde, y es
incubado con las enzimas, ADN polimerasa, ATP sulforilasa, luciferasa y apirasa asi
como con los substratos, adenosina 5’ fosfosulfato (APS), y luciferina.

Después, el primer desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) se afiade a la reaccién. La
ADN polimerasa cataliza la incorporaciéon de los dNTPs a la hebra de ADN, si es
complementario a la base presente en la hebra molde. Cada vez que se produce una
incorporacién, esta se acompafia de la liberacién de pirofosfato (PPi) en una cantidad
equimolar a la cantidad de nucleétido incorporado. La ATP sulforilasa convierte PPi en
ATP en presencia de APS. Este ATP conduce la conversién, mediada por la luciferasa,
de luciferina en oxiluciferina que produce luz visible en cantidades proporcionales a la
cantidad de ATP. La luz producida en la reaccién catalizada por la luciferasa es
detectada por una camara o un fotomultiplicador y se observa como un pico en la
informacién de los datos brutos obtenidos (Pirograma). La altura de cada pico
corresponde a la sefial de luz que es proporcional al nimero de nucleétidos
incorporados durante la reaccién de genotipado. Una enzima que degrada los
nucleétidos tal como la apirasa, degrada los nucleétidos que no han sido incorporados y
el ATP. Cuando se completa la degradacién, otro nucleétido es afiadido. Este es un
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proceso continuo durante la reaccién de genotipado. La adicion de dNTPs es

secuencial.

En una realizacién ejemplar, durante la reaccién de genotipado se usa dexosiadenosina
alfa-tio-trifosfato (dATP.S) como un sustituto de la dexosiadenosina trifosfato natural
(dATP) ya que es muy eficientemente usado por la ADN polimerasa., pero no es
reconocido por la luciferasa. Como el proceso continda, la hebra complementaria de
ADN es generada y la secuencia de nucleétidos es determinada a partir de los picos de

sefal que se trazan en el Pirograma.

En una realizacién ejemplar, el secuenciador tal como, pero no limitado a,
microsecuenciador usado durante la reacciéon de genotipado es programado con una
secuencia diana que incluye las secuencias adyacentes a cada una de las secuencias
multiples de interés, en particular sitios SNPs. Esto permite al software de genotipado

determinar si la secuencia de referencia correcta esté presente.

FIG. 1 muestra una reaccién de PCR simple con una reaccién miultiplex de genotipado
de acuerdo a una realizacién ejemplar de la presente invencién. La muestra de ADN
contiene dos sitios SNP de interés (SNP1 y SNP2) que estan localizados a menos de
1kb uno del otro. Una secuencia diana de la muestra de ADN conteniendo ambos sitios
SNP (SNP1 y SNP2) es amplificada mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR). Para llevar a cabo la PCR, una pareja de oligonucleétidos de amplificacién AO1
y AO1’ son usados, de los cuales uno de ellos, AO1’ esta biotinilado. El producto
resultante de la PCR esta biotinilado y contiene ambos sitios SNP SNP1 y SNP2.
Después de producir ADN de cadena simple para servir de molde de la secuenciacién,
dos oligonucleétidos de secuenciacion SO1 y SO2 son alineados al producto de PCR.
Durante las reacciones de genotipado las secuencias adyacentes y las que incluyen
ambos SNPs se superponen.

FIG.2 muestra una PCR multiplex con una reaccién multiplex de genotipado de acuerdo
a una realizacién ejemplar de la presente invencién. La muestra de ADN contiene dos
sitios SNP de interés (SNP1 y SNP2) que estan localizados en dos genes diferentes.
Dos secuencias diana de la muestra de ADN, cada una de ellas conteniendo uno de los
sitios SNP de interés, son amplificadas mediante el uso de dos parejas de
oligonucleétidos de amplificacién, en donde la primera pareja de oligonucleétidos de
amplificacién (AO1 y AO1’) es para el primer sitio SNP de interés (SNP1) y la segunda
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pareja de oligonucledtidos de amplificacién (AO2 y AO2’) es para el segundo sitio SNP
de interés. Los oligonucleétidos de amplificacién AO1’ y AO2’ estan biotinilados. Los
productos de PCR resultantes estan biotinilados y contienen un sitio SNP. Después de
la produccién de ADN de cadena simple que sirve de molde de la secuenciacion, dos
oligonucleétidos de secuenciacién SO1 y SO2 son alineados a los productos de PCR.
Durante las reacciones de genotipado las secuencias adyacentes y las que incluyen
ambos SNPs se superponen

El método de acuerdo a una de las realizaciones ejemplares de la presente invencién
usa una unica reaccidon de amplificacién y una Unica reaccién de genotipado
reduciéndose el trabajo y costes relacionados con la preparacién de la muestra,
numerosos ensayos, necesidad de contar con una gran cantidad de ADN de partida y
gran numero de reacciones de secuenciacién. Ademas, el método es técnicamente

menos complicado y también reduce el coste global.

Con el propésito de llevar a cabo el proceso de la presente invencién, se describen kits
que constan de:

i) todos los reactivos necesarios en las cantidades y concentraciones
Optimas para la generaciéon de una reaccién de amplificacién simple o
multiplex de las dianas de interés (de forma precisa oligonucleétidos de
amplificacién, ADN polimerasa, dexosinucleétidos y tampdn de reaccién)
todos ellos pre-mezclados y estabilizados por medio del proceso de
gelificaciéon y,

ii) oligonucleétidos de secuenciacién para el genotipado multiplex de las
secuencias de interés, los cuales estan estabilizados por medio del
proceso de gelificacion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan meramente como ilustrativos de los diversos
aspectos de la invencién y no seran interpretados como una limitacién de la invencién
en modo alguno. En los siguientes ejemplos, debe ser entendido que mientras que se
han hecho esfuerzos para asegurar la exactitud de los parametros experimentales (por
ejemplo, cantidades, temperatura etc.), un cierto error experimental y desviacién deben
ser considerados cuando se reproduzcan los experimentos que se describen abajo.

EJEMPLOS
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Ejemplo 1:
TEST CDKN2a PCR SIMPLE, GENOTIPADO MULTIPLEX

A. Materiales

El gen CDKN2a contiene dos SNPs, Rs10757283 y Rs10811661, que estan asociados
con un incremento del riesgo de sufrir diabetes mellitus tipo Il. Estos SNPs estan
vinculados en equilibrio y estan separados por 77 bases. Para generar un amplicon de
246pb, se disefian los siguientes oligonucleédtidos de amplificacién: (i) un
oligonucleétido forward no modificado de 23 bases y (ii) un oligonucledtido reverso-
biotinilado de 20 bases. El oligonucleétido forward presenta una temperatura de
alineamiento tedrica de 60.8°C y el oligonucleétido reverso tiene una temperatura de
alineamiento de 62.4°C. La temperatura éptima de alineamiento de la reacciéon se
determiné experimentalmente en 55°C. Los dos SNPs son leidos por el oligonucleétido
de secuenciaciéon 1 de 17 bases, que hibrida 3 bases corriente arriba de Rs10811661 y
tiene una temperatura de alineamiento de 50.0°C, y el oligonucleétido de secuenciacioén
2 de 19 bases, que hibrida adyacente a Rs10757283 y tiene una temperatura de
alineamiento de 53.7°C.

Cuando se usan individualmente, el oligonucleétido de secuenciacién 1 lee la secuencia
SEQ ID NO: 1 (TTCYCATGAC) con el orden de dispensacién SEQ ID NO: 2
(GTCTCGATGA), y el oligonucleétido de secuenciacién 2 lee la secuencia SEQ ID NO:
3 (YTGATATTCT) con el orden de dispensaciéon SEQ ID NO: 4 (GCTCGATAT). En el
modo multiplex las secuencias son leidas con el orden de dispensaciéon SEQ ID NO: 5
(GCTAGCTCGATGA).

B. Métodos

Reaccién de Amplificacién

Se prepara una mezcla de reaccién con los oligonucleétidos de amplificaciéon de
CDKN2a. A ésta mezcla de reaccién se le afiaden 3 pl de enzima ADN polimerasa,
fabricada por Biotools Biotechnological & Medical Laboratories S.A., 5 ul de tampén de
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reacciéon que se comercializa junto con la enzima, entre 0.1 ul y 0.3 pl de una solucién
10mM que contiene los cuatro dexosirribonucleétidos que forman la cadena de &cido
dexosirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) y entre 0.2 pl y 0.5 pl de una solucién
10 uM de la pareja de oligonucledtidos de amplificacién descritos en la seccién de
materiales para generar un amplicon de 246pb que contiene los dos SNPs de interés
(Rs10757283 y Rs10811661).

Preparar 3 alicuotas de 47.0 ul cada una. Afadir ademas 3.0 ul de ADN molde a una
concentraciéon 10ng/pl o agua Milli-Q. Incubar a 95°C durante 3 minutos; a 95°C 20
segundos, a 55°C 20 segundos, a 72°C 30 segundos durante aproximadamente 45
ciclos. Incubar a 72°C durante 5 minutos. Enfriar la alicuota a 10°C.

Finalizada la amplificacién, afiadir a 10 ul de producto de PCR 2 pl de tampén de carga
y hacer una electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampén TBE 0.5x, tefiido con
SYBRsafe 1x.
TBE 0.5x, y cargar en un pocillo lateral al lado del producto de PCR 2 ul de marcador de

Dejar correr el gel durante 30 minutos a 100V en tampén

DNA de 100pb como estandar del tamafio de las bandas.
I.  Reaccion de Genotipado

Preparar una placa de 96 pocillos Q96 con 20 pl de tampén de hibridacién, y con las

siguientes combinaciones de oligos de secuenciacién:

Pocillos 10uM CDKN2a S1 10uM CDKN2a S2
A1+A2 3.0ul 0.0yl
A3+A4 0.0ul 3.0yl
A5+A6 3.0ul 3.0yl

Programar el orden de dispensacion: (a) Pocillo A1+A2, SEQ ID NO: 6 (GTCTCATGA)
(b) Pocillo A3+A4, SEQ ID NO: 7 (GCTGATAT) (c) Pocillo A5+A6, SEQ ID NO: 8
(GCTAGCTCGATGA). Anadir 40 pl de tampén de unidbn y 4 pl de sefarosa
estreptavidina a cada producto de PCR. Agitarlo durante 5 minutos. En la estacién de
trabajo del Q96 se separan las cadenas de ADN y seguidamente se afiade el molde de
cadena simple a la placa del Q96. Incubar a 80°C durante 2 minutos y enfriar a
temperatura ambiente. Ahora iniciar el programa de genotipado.
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C. Resultados

l. Reaccién de Amplificacién

FIG. 3 muestra los resultados del gel de agarosa. Se cargaron en el gel de agarosa
30ng de ADN molde junto con un control sin ADN molde (NTC), dénde se mezclaron 10
ul de producto de PCR con 2 ul de buffer de carga y se corrié en un gel de agarosa al
2% en TBE 0.5x a 100V durante 30 minutos. El tamafio teérico del producto de PCR es
de 246pb

Il. Reaccién de Genotipado

FIG. 4 muestra la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion. (a) Pocillos A1
y A2 corresponden al producto de PCR de hebra simple con oligo de secuenciacién 1.
(b) Pocillos A3 y A4 corresponden al producto de PCR de hebra simple con oligo de
secuenciaciéon 2. (c) Pocillos A5 y A6 corresponden al producto de PCR de cadena
simple con oligos de secuenciacién 1y 2 a concentraciones equimolares. Los circulos

azules representan la alta calidad de la secuencia obtenida.

FIG. 5 representa los pirogramas del genotipado simple y multiplex de SNP. EIl primer
pirograma representa los picos resultantes cuando se afiade el oligo de secuenciacion 1
al ADN molde. El segundo pirograma representa los picos resultantes cuando se anade
el oligo de secuenciaciéon 2 al ADN molde. El tercer pirograma representa los picos
resultantes cuando se afiaden los oligos de secuenciaciéon 1 y 2 a concentraciones
equimolares. Los picos determinan la incorporacién de cada nuevo dexosinucleétido

adicional.

FIG. 6 muestra los resultados genotipicos obtenidos para el ADN molde. (a) Pocillos A1
y A2 corresponden al producto de PCR de hebra simple con el oligo de secuenciacién
1. (b) Pocillos A3 y A4 corresponden al producto de PCR de hebra simple con el oligo
de secuenciacion 2. (c) Pocillos A5 y A6 corresponden al producto de PCR de hebra
simple con los oligos de secuenciacién 1 y 2 a concentraciones equimolares. En
consecuencia cualquier experto en la materia entiende, que en los pocillos de A1 a A4
donde solo un SNP fue genotipado y el resultado de un Unico genotipo es mostrado.
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Las reacciones multiplex mostradas en los pocillos A5 a A6 dan dos resultados,

evidentemente.
D. Discusidén

La imagen descrita en la FIG.3 muestra que la cantidad de producto de PCR producido
es aproximadamente equivalente siempre que se afiadan 30ng de ADN molde a la
reaccion. Aparecen leves diferencias debido a errores en el pipeteo, durante el montaje
de la PCR, o cuando se carga el gel. Ademas, el control sin ADN molde (NTCs)
muestra algunas sefiales que se presentan como consecuencia de una sefal residual
del producto de PCR cargado en el pocillo adyacente en el gel o debido a la formacién
de aerosoles durante el montaje de la PCR. En todo caso la diferencia entre las
reacciones de PCR y los controles sin DNA molde es evidente. Ya que la cantidad de
productos de PCR es muy similar, cualquier diferencia en los resultados de genotipado
es debida a los métodos de genotipado simple versus multiple. La calidad de los
productos de PCR permanece similar en todos los casos y no es variable, lo cual es

evidente para un experto en la materia.

Los resultados ilustrados en la FIG.4 muestran datos de alta calidad en las reacciones
de genotipado como era de esperar. Los circulos azules aparecen para confirmar la alta
calidad obtenida. Un fallo en la reaccién hubiera sido indicado mediante un circulo rojo
y un resultado de baja calidad. La inconsistencia entre la secuencia de referencia y los
resultados obtenidos o ratios sefal/ruido pobres hubieran aparecido con color amarillo.
Es evidente para un experto en la materia, que todas las reacciones en este caso pasan
el test de calidad independientemente del nimero de oligos de secuenciacién afadidos.

La imagen ilustrada en la FIG.5 describe los pirogramas resultantes obtenidos.
Aparecen picos bien definidos en las posiciones esperadas, coincidiendo con la
secuencia de referencia. (a) el primer pirograma se obtuvo a partir de la reaccién de
genotipado donde se us6 sélo el oligo de secuenciaciéon 1. (b) el segundo pirograma se
obtuvo a partir de la reaccién de genotipado donde se usd sélo el oligo de
secuenciacion 2. (c¢) el tercer pirograma se obtuvo a partir de la reaccién de genotipado
donde se usaron los oligos de secuenciaciéon 1 y 2. El pirograma resultante del
genotipado multiplex corresponde a las secuencias obtenidas con el oligo de

secuenciaciéon 1 superpuesta con la secuencia obtenida con el oligo de secuenciacion
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2. Las dos bases polimérficas presentan una gran aproximaciéon con los resultados de

las reacciones simples.

Los resultados ilustrados en la FIG.6 describen los genotipos obtenidos por
secuenciaciéon multiple en concordancia con los genotipos obtenidos por secuenciacion
simple. El genotipo del SNP 1 se muestra en los pocillos A1, A2, A5 y A6 con posicién
1,y es T/T en todos los casos. Mientras que el genotipo del SNP 2 se muestra en los
pocillos A2 y A3 con posicién 1y en los pocillos A5 y A6 con posicién 2. Por tanto, se
muestra el resultado de los mismos genotipos tanto a partir del genotipado simple como
del genotipado mudltiple.

Por lo tanto, es evidente para cualquier experto en la materia que es posible obtener
datos de genotipos relativos a multiples SNPs usando oligos miltiples de secuenciacion
con el mismo ADN molde de cadena simple.

Ejemplo 2:
TCF7L2 PCR MULTIPLEX, GENOTIPADO MULTIPLEX

A. Material

El gen TCF7a contiene dos SNPs, Rs12255372 y Rs7903146, que estan asociados con
dafios en el metabolismo de la sulfonilurea. Estos SNPs estan vinculados en equilibrio y
estan separados por mas de 50,000 bases de secuencia codificante y no codificante.
Para generar un amplicon de 278pb y un amplicon de 246pb se disefan los
oligonucleétidos de amplificaciéon siguientes. El amplicon de 278pb usa (i) un
oligonucleétido forward no modificado de 18 bases y (ii) un oligonucledtido reverso-
biotinilado de 21 bases. El oligonucleétido forward presenta una temperatura de
alineamiento tedrica de 56.9°C y el oligonucleétido reverso tiene una temperatura de
alineamiento de 57.9°C. La temperatura éptima de alineamiento de la reacciéon se
determiné experimentalmente en 55°C. El amplicon de 246pb usa (i) un oligonucleétido
forward no modificado de 20 bases y (ii) un oligonucleétido reverso-biotinilado de 20
bases. El oligonucleétido forward presenta una temperatura de alineamiento teérica de
54.9°C y el oligonucleétido reverso tiene una temperatura de alineamiento de 54.9°C.
La temperatura éptima de alineamiento de la reaccién se determiné experimentalmente
en 55°C. Los dos SNPs son leidos por el oligonucleétido 1 de secuenciacién de 16
bases, que hibrida a partir de la tercera base previa a Rs10811661 y tiene una
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temperatura de alineamiento de 53.3°C, y el oligonucleétido 2 de secuenciacién de 19
bases, que hibrida a partir de la primera base previa a Rs10757283 y tiene una
temperatura de alineamiento de 48.1°C.

Cuando se usan individualmente, el oligonucleétido 1 de secuenciacion lee la secuencia
SEQ ID NO: 9 (AATKACCATA) con el orden de dispensacion SEQ ID NO: 10
(GATGACAT), y el oligonucleétido 2 de secuenciacién lee la secuencia SEQ ID NO: 11
(AYTATATAATTTAATTGCCGTATGAGG) con el orden de dispensacion SEQ ID NO:
12 (GACTGATAT). En el modo multiplex las secuencias son leidas con el orden de
dispensaciéon SEQ ID NO: 13 (GACTGCATACA).

B. Métodos
[.  Reaccién de Amplificacién

Se prepara una mezcla de reaccién con los oligonucleétidos de amplificaciéon de
TCF7L2. A ésta mezcla de reacciéon se le afiaden 3 pl de enzima DNA polimerasa,
fabricada por Biotools Biotechnological & Medical Laboratories S.A., 5 ul de buffer de
reacciéon que se comercializa junto con la enzima , entre 0.1 uyl y 0.3 pl de una solucién
10mM que contiene los cuatro desoxirribonucleétidos que forman la cadena de acido
desoxirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) y entre 0.2 pl y 0.5 pl de una solucién
10 uM de la pareja (cuatro en total) de oligonucleétidos de amplificaciéon descritos en la
seccién de materiales para generar en una unica reacciéon de amplificacién multiplex un
amplicon de 278pb y un amplicon de 246pb. Cada amplicon contiene el SNP
Rs12255372 y el SNP Rs7903146 respectivamente.

Preparar volumen para alicuotas por triplicado de 47.0 pl. Afadir ademas 3.0 ul de ADN
molde 10ng/ pl o agua Milli-Q. Incubar a 95°C durante 3 minutos; a 95°C 20 segundos,
a 55°C 20 segundos, a 72°C 30 segundos durante aproximadamente 45 ciclos. Incubar
a 72°C durante 5 minutos. Enfriar la alicuota a 10°C.

Finalizada de amplificacién, afiadir a 10 ul de producto de PCR 2 ul de orange tampén
de carga y hacer una electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampén TBE 0.5x,
tefiido con SYBRsafe 1x. Dejar correr el gel durante 30 minutos a 100V en tamp6n
TBE 0.5x, y cargar en un pocillo lateral al lado del producto de PCR 2 ul de marcador de
ADN de 100pb como estandar del tamario de las bandas.
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Preparar una placa de 96 pocillos Q96 con 20 pl de tampén de hibridacién, y con las

siguientes combinaciones de oligos de secuenciacién:

Pocillo 10uM TCF7L2a St 10uM TCF7L2b S2
B1+2 3.0ul 0.0l
B3+4 0.0ul 3.0l
B5+6 3.0ul 3.0l

Programar el orden de dispensacién: (a) Pocillo B1+2, SEQ ID NO: 14 (GATGACAT) (b)
Pocillo B3+A, SEQ ID NO: 15 (GACTGATAT) (c) Pocillo B5+6, SEQ ID NO: 16
(GACTGCATACA). Afadir 40 pl de tampén de unién y 4 ul de sefarosa estreptavidina a
cada producto de PCR. Agitarlo durante 5 minutos. En la estacién de trabajo del Q96 se
separan las cadenas de ADN y seguidamente se afiade el molde de cadena simple a la
placa del Q96. Se incuba la placa a 80°C durante 2 minutos y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Poner en funcionamiento el programa de genotipado.

C. Resultados
[.  Reacciéon de Amplificacién

FIG. 7 Muestra los resultados del gel de agarosa. Se cargaron en el gel de agarosa al
2% 30ng de DNA molde junto con un control sin DNA molde (NTC). Cada réplica de
PCR deberia presentar cantidades aproximadamente equivalentes de los productos de
PCR. Los tamafios teéricos de los productos de PCR son 278pb y 246pb.

I.  Reaccion de Genotipado

FIG. 8 Muestra la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacién. (a) Los pocillos
B1 y B2 contienen dos productos de PCR de cadena simple sélo con el oligo 1 de
secuenciacion. (b) Los pocillos B3 y B4 contienen dos productos de PCR de cadena
simple s6lo con el oligo 2 de secuenciacién. (¢) Pocillos B5 y B6 contienen dos
productos de PCR de cadena simple con oligo 1 y 2 de secuenciaciéon a
concentraciones equimolares. Los circulos azules representan la alta calidad de la

secuencia obtenida.
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FIG.9 representa los pirogramas del genotipado simple y multiplex de SNP. El primer
pirograma representa los picos resultantes cuando se afiade el oligo 1 de secuenciacién
al ADN molde. El segundo pirograma representa los picos resultantes cuando se anade
el oligo 2 de secuenciacién al ADN molde. El tercer pirograma representa los picos
resultantes cuando se afiaden los oligos 1 y 2 de secuenciacién a concentraciones
equimolares al ADN molde. Los picos determinan la incorporacién de cada nuevo
dexosinucleétido adicional.

FIG.10 muestra los resultados genotipicos obtenidos para el ADN molde. (a) Los
pocillos B1 y B2 contienen dos productos de PCR de cadena simple sélo con el oligo 1
de secuenciacion. (b) Los pocillos B3 y B4 contienen dos productos de PCR de cadena
simple s6lo con el oligo 2 de secuenciacién. (¢) Pocillos B5 y B6 contienen dos
productos de PCR de cadena simple con oligo 1 y 2 de secuenciaciéon a
concentraciones equimolares. En consecuencia cualquier experto en la materia
entiende, que en los pocillos B1 a B4 un Gnico SNP fue genotipado ya que solo un
genotipo es mostrado. Las reacciones de secuenciacién multiplex mostradas en los

pocillos B5 y B6 rinden de forma evidente dos resultados.
D. Discusién

La imagen descrita en la FIG.7 muestra que la cantidad de producto de PCR producida
es aproximadamente equivalente siempre que se afiadan 30ng de ADN molde a la
reaccion. Aparecen leves diferencias debido a errores en el pipeteo, durante el montaje
de la PCR, o cuando se carga el gel. Ademas, el control sin ADN molde puede dar
sefial arrastrada desde el producto de PCR cargado en el pocillo adyacente en el gel o
por la formacién de aerosoles durante el montaje de la PCR. La intensidad de sefial del
producto de PCR puede ser tal que dificulte distinguir entre el producto de PCR de
278pb y el producto de PCR de 246pb, sin embargo ésta parece ser uniforme para
ambas reacciones en todos los pocillos. En todo caso la diferencia entre la reaccién de
PCR y el control sin ADN molde es evidente. Ya que la cantidad de productos de PCR
es muy similar, cualquier diferencia en los resultados de genotipado es debida a los
métodos de genotipado simple versus muiltiple. La calidad de los productos de PCR
permanece similar en todos los casos y no es variable, lo cual es evidente para un

experto en la materia.
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Los resultados ilustrados en la FIG.8 muestran datos de alta calidad en las reacciones
de genotipado como era de esperar. Los circulos azules aparecen para confirmar la alta
calidad. Un fallo en la reaccién es indicado por un circulo rojo y significa una calidad
baja. La inconsistencia entre la secuencia de referencia y los resultados obtenidos o un
ratio de sefal pobre aparece de color amarillo. Todas las reacciones en este caso
pasan el test de calidad independientemente del nimero de oligos de secuenciacién

que se anadieron.

La imagen ilustrada en la FIG.9 describe los pirogramas obtenidos. Aparecen picos bien
definidos en las posiciones esperadas, coincidiendo con la secuencia de referencia. (a)
el primer pirograma se obtuvo desde la reaccién de genotipado usando soélo el oligo 1
de secuenciacién. (b) el segundo pirograma se obtuvo desde la reaccién de genotipado
usando sélo el oligo 2 de secuenciacién. (c) el tercer pirograma se obtuvo desde la
reaccion de genotipado usando los oligos 1 y 2 de secuenciaciéon. El pirograma
resultante del genotipado mdltiple corresponde a las secuencias obtenidas con el oligo
1 de secuenciacidon superpuesta con la secuencia obtenida con el oligo 2 de
secuenciacion. Las dos bases polimérficas presentan una gran aproximacién con los

resultados de las reacciones simples.

Los resultados ilustrados en la FIG.10 describen los genotipos obtenidos por
secuenciacion multiple de acuerdo con los genotipos obtenidos por secuenciacién
simple. El genotipo del SNP 1 se muestra en los pocillos B1, B2, B5 y B6 con posicién
1, y es G/G en todos los casos. Mientras que el genotipo del SNP 2 se muestra en los
pocillos B2 y B3 con posicién 1 y en los pocillos B5 y B6 con posiciéon 2, y es T/C en

cada caso.

Esto, ilustra que tanto con el genotipado simple como con el genotipado miltiple los
resultados de los genotipos obtenidos son iguales.

Entonces, a partir de los resultados de arriba, un experto en la materia seria capaz de
obtener informacién del genotipo de varios SNPs usando mudltiples oligos de
secuenciacion con el mismo ADN molde de cadena simple.

Ejemplo 3:

TCF7L2: PCR MULTIPLEX GELIFICADA, GENOTIPADO MULTIPLE CON
OLIGONUCLEOTIDOS DE SECUENCIACION GELIFICADOS
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Introduccién:

Este ejemplo reproduce el ejemplo 2 usando el proceso de gelificacién aplicado a las
reacciones multiplex de PCR y a los oligos de secuenciacién usados para el genotipado

multiple.
A. Materiales
Ver seccion A. Materiales (Ejemplo 2).
B. Métodos
[.  Reacciéon de Amplificacién

Se prepara una mezcla de reaccién con los oligonucleétidos de amplificaciéon de
TCF7L2. Esta mezcla de reaccién estd compuesta por enzima ADN polimerasa a una
concentraciéon final de 6 U, fabricada por Biotools Biotechnological & Medical
Laboratories S.A., tampédn de reaccién que se comercializa junto con la enzima a una
concentracién final 1X , los cuatro dexosirribonucleétidos que forman la cadena de
acido dexosirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) a una concentracién final entre
200 uM y 250 uM cada uno y una solucidén a una concentracion final entre 75 nM y 150
nM cada uno de : i) las dos parejas (cuatro oligos en total) de oligos de amplificacién
descritos en la seccién de materiales para generar al mismo tiempo en una reacciéon de
amplificacién multiplex un amplicon de 278bp y un amplicon de 246bp. Cada amplicon
contiene el SNP Rs12255372 y el SNP Rs7903146 respectivamente, ii) la pareja de
oligonucleétidos de amplificaciéon de forma individual para las reacciones simples de
PCR correspondiente a la amplificaciéon del SNP Rs12255372 y del SNP Rs7903146 de
forma independiente. Las mezclas de reaccién (tanto la simple como la multiplex) estan
estabilizadas mediante el proceso de gelificaciéon. En particular una mezcla de
gelificacion compuesta de trehalosa, melezitosa, glucégeno y lisina es afiadida a las
mezclas de reaccién anteriormente descritas las cuales contienen todos los reactivos
necesarios para llevar a cabo las reacciones de PCR. El proceso de gelificacion se
completa después de la desecaciéon en condiciones de vacio y a una temperatura
inferior de 40°C, dando como resultado una mezcla de reaccién estabilizada que
contiene entre un 10% y un 30% de agua.
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47ul de agua Milli-Q y 3 pl de TagMan Human Control DNA a una concentraciéon de
10ng/ul son dispensados en cada uno de los tubos gelificados. Incubar a 95°C durante
5 minutos. Después incubar a 95°C durante 20 segundos, a 55°C durante 20 segundos
y a 72°C durante 40 segundos durante aproximadamente 45 ciclos. Adicionalmente
incubar a 72°C durante 5 minutos. Enfriar la alicuota a 10°C.

Finalizada la amplificacién, afiadir a 10 ul de producto de PCR 2ul de tamp6n de carga
y hacer una electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampén TBE 0.5X, tefiido con
SYBRsafe 1x. Dejar correr el gel durante 30 minutos a 100V en tampén TBE 0.5x, y
cargar en un pocillo lateral al lado del producto de PCR 2 ul de marcador de ADN de
100pb como estandar del tamafio de las bandas.

[I.  Reaccién de Genotipado

Los dos oligos de secuenciacién fueron estabilizados mediante el proceso de
gelificaciéon siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente para la mezcla de

reaccién de PCR.
Los oligos gelificados son re-hidratados con 85 ul de agua Milli-Q.

Preparar una placa de 96 Q96 con 20 ul de tampén de hibridacién, y con las siguientes

combinaciones de oligos de secuenciacién:

Pocillo 10uM TCF7L2a St 10uM TCF7L2b S2
C1+2+3 3.0ul 0.0pl
C4+5+6 0.0ul 3.0ul
C7+8+9 3.0ul 3.0ul

Programar el orden de dispensacién: (a) Pocillo C1+2+3, SEQ ID NO: 14 (GATGACAT)
(b) Pocillo C4+5+6, SEQ ID NO: 15 (GACTGATAT) (c) Pocillo C7+8+9, SEQ ID NO: 16
(GACTGCATACA). Anadir 40ul de tampén de unién y 4ul de sefarosa estreptavidina a
cada producto de PCR. Agitarlo durante 5 minutos. En la estacién de trabajo del Q96 se
separan las cadenas de ADN y seguidamente se afiade el molde de cadena simple a la
placa del Q96. Incubar a 80°C durante 2 minutos y enfriar a temperatura ambiente.
Ahora iniciar el programa de genotipado.

C. Resultados
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. Reacciéon de Amplificacién

FIG. 11 muestra los resultados del gel de agarosa. Se cargaron en el gel de agarosa al
2% 10 pl de los productos de la PCR simple. Cada réplica de la reacciéon de PCR debe
contener cantidades aproximadamente equivalentes de producto de PCR. Los tamafos
esperados de los productos son 278bp y 246bp.

FIG. 12 muestra los resultados del gel de agarosa. Se cargaron en el gel de agarosa al
2% 10 ul de los productos de la reacciéon multiplex de PCR. Cada réplica de la reaccion
de PCR debe contener cantidades aproximadamente equivalentes de producto de PCR.
Lo tamarfios de los productos esperados son 278bp y 246bp, aunque con un gel de
agarosa al 2% no es posible distinguir entre estas dos bandas de forma individual.

[I.  Reaccién de Genotipado

FIG. 13 muestra la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion. (a) Pocillos
C1, C2 y C3 corresponden a los dos productos de PCR de hebra simple obtenidos
Unicamente con el oligo de secuenciacién 1. (b) Pocillos C4, C5 y C6 corresponden a
los dos productos de PCR de hebra simple obtenidos Unicamente con el oligo de
secuenciacion 2. (c) Pocillos C7, C8 y C9 corresponden a los dos productos de PCR de
hebra simple obtenidos con una mezcla a concentracién equimolar de los oligos de
secuenciaciéon 1 y 2. Los circulos azules representan la alta calidad de la secuencia
obtenida.

FIG. 14 muestra los resultados genotipicos obtenidos para el ADN molde. (a) Pocillos
C1, C2 y C3 corresponden a los dos productos de PCR de hebra simple obtenidos con
solo el oligo de secuenciacién 1. (b) Pocillos C4, C5 y C6 corresponden a los dos
productos de PCR de hebra simple obtenidos con solo el oligo de secuenciacién 2. (c)
Pocillos C7, C8 y C9 corresponden a los dos productos de PCR de hebra simple
obtenidos con una mezcla a concentraciones equimolares de los oligos de
secuenciaciéon 1y 2. En consecuencia cualquier experto en la materia entiende, que en
los pocillos de C1 a C6 donde solo un SNP fue genotipado, se muestra el resultado de
un unico genotipo. Las reacciones de genotipado multiple mostradas en los pocillos C7,
C8 y C9 dan dos resultados, evidentemente.

D. Discusidén
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La imagen descrita en la FIG.11 y FIG.12 muestra que la cantidad de producto de PCR
producido es aproximadamente equivalente siempre que se afiadan 30 ng de ADN
molde a la reaccién simple gelificada (FIG.11) y a la reaccién multiplex gelificada
(FIG.12). Aparecen leves diferencias debido a errores en el pipeteo, durante el montaje
de la PCR, o cuando se carga el gel. La intensidad de la sefial de los productos de PCR
es tal que es dificil distinguir entre la banda del producto de PCR de 278bp y la banda
del producto de PCR de 246bp sin embargo se mantiene una uniformidad entre los
productos obtenidos en la reaccién simple y en la multiplex en todos los pocillos. Puesto
que la cantidad de los productos de PCR permanece muy similar, cualquier diferencia
en los resultados de genotipado es debido a los métodos de genotipado simple versus
multiple. La calidad de los productos de PCR permanece similar en todos los casos y no

es variable, lo cual es evidente para un experto en la materia.

Los resultados obtenidos en la FIG. 13 muestran datos de alta calidad en las reacciones
de genotipado como era de esperar. Los circulos azules aparecen para confirmar la alta
calidad obtenida. Un fallo en la reaccién hubiera sido indicado mediante un circulo rojo
y un resultado de baja calidad La inconsistencia entre la secuencia de referencia y los
resultados obtenidos o ratios sefal/ruido pobres hubieran aparecido con color amarillo.
Es evidente para un experto en la materia, que todas las reacciones en este caso pasan
el test de calidad independientemente del ndmero de oligos de secuenciacién
gelificados afnadidos.

Los resultados ilustrados en la FIG. 14 describen los genotipos obtenidos mediante
secuenciaciéon multiple en concordancia con los genotipos obtenidos por secuenciacion
simple. El genotipo del SNP 1 se muestra en los pocillos C1, C2, C3, C7, C8 y C9 con
posicién 1, y es GG/ en todos los casos. Mientras que el genotipo del SNP 2 se muestra
en los pocillos C4, C5 y C6 con posiciéon 1 y pocillos C7, C8 y C9 con posicidén 2 y es
T/C en todos los casos.

Luego, es evidente que los resultados del genotipado simple y mdltiple son los mismos.

Por lo tanto, es evidente para cualquier experto en la materia que es posible obtener
datos de genotipos relativos a miltiples SNPs usando miltiples oligonucleétidos de
secuenciacion gelificados con el mismo ADN molde de cadena simple.

Ejemplo 4
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EmbB: PCR, GENOTIPADO MULTIPLE DE SECUENCIAS

A. Introduccidn

Mutaciones en el gene EmbB pueden dar como resultado cepas de Mycobacterium
etambutol-resistentes. Hay dos regiones en el gen EmbB que parecen ser dianas
criticas para la actividad del etambutol. Estas dos regiones del gen EmbB estan
separadas por aproximadamente 300 bases de ADN. Estas dos regiones pueden ser
amplificadas mediante una reaccién de PCR simple generando un producto de mas de
300bp. Ambas regiones son pequefias, abarcando como maximo 3 bases, y son
susceptibles de ser secuenciadas mediante técnicas de microsecuenciacién. La
microsecuenciacion normalmente rinde informacién sobre secuencias de 40 bases con
buena calidad, por lo que ambas regiones relacionadas con la resistencia a etambutol
dentro del gen EmbB deberian ser secuenciadas con dos oligos de secuenciaciéon de
forma individual. ElI método convencional para secuenciar las dos regiones del gen
EmbB mencionadas implicaria llevar a cabo una misma reaccién de PCR dos veces
para cada muestra, y secuenciar los dos productos con diferentes oligos de
secuenciaciéon de modo independiente. Con el método convencional es claro que se
necesitan dos reacciones de PCR y dos reacciones de secuenciaciéon. Con el objetivo
de reducir el coste por muestra, tanto en términos econémicos como en términos
relativos al volumen de muestra necesario, seria preferible hacer una Unica reaccién de
PCR y una Unica reaccién de secuenciacién para leer ambas secuencias a la vez. Este
método reduciria los costes del ensayo y reduciria la carga de trabajo necesaria para
completar dicho ensayo, asi como permitiria que un mayor numero de muestras fueran

secuenciadas al mismo tiempo.

La diferencia fundamental entre el protocolo convencional simple y el protocolo de
secuenciaciéon multiple es que en este Ultimo caso solo una Unica reaccién de PCR para
cubrir ambas regiones y una unica reaccién de secuenciacién seria llevada a cabo para
resolver ambas secuencias de modo simultaneo. Una cobertura total de las dos
regiones relacionadas con la resistencia a etambutol se obtiene mediante el uso de dos
oligonucleétidos de secuenciaciébn en una Unica reaccién de secuenciacién. La
secuencia resultante es un solapamiento de las secuencias leidas por cada uno de los
oligonucleétidos de secuenciacién. Esta secuencia solapada puede ser predicha
mediante el conocimiento de todas las posibles combinaciones de las mutaciones
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buscadas y el orden en el cual los dexosinucleétidos son dispensados durante la

reaccidn de secuenciacion.

Para demostrar que el genotipado miultiple de secuencias es posible, ADN procedente
de una cepa salvaje de referencia de Mycobacterium fortuitum fue amplificada usando
reactivos gelificados. Después de dos rondas de amplificacién por PCR la muestra es
secuenciada de forma individual con los oligos de secuenciacion TB2a y TB2b
gelificados y también es secuenciada en una Unica reaccién con una mezcla de los dos
oligos TB2a y TB2b gelificados. La misma informaciéon se genera tanto con las
reacciones de secuenciacidbn mdltiple que contienen los oligos de secuenciacién
gelificados como con las dos reacciones de secuenciacién simples que contienen cada
una de ellas uno de los oligos de secuenciacién gelificados.

B. Métodos

ADN aislado de una cepa salvaje de referencia de Mycobacterium fortuitum se prepara
a una concentracion de 10 ng/ul. Este ADN se caracteriza previamente y se confirma la
secuencia del gen EmbB en la cepa salvaje. Las colonias a partir de las cuales se
obtiene este ADN crecieron bajo condiciones estandar de cultivo de Mycobacterium 'y
su crecimiento fue inhibido mediante la presencia de etambutol. La inhibiciéon de
crecimiento en presencia de etambutol asi como la secuenciacién del ADN confirma sin
duda que este ADN no contiene mutaciones en ninguna de las dos regiones del gen
EmbB estudiadas en este experimento. EI ADN se almacena a 4°C a alta concentracion
y se diluye a una concentraciéon de 10ng/ul justo antes de su uso.

I.  Reaccién de Pre-amplificacién

En este experimento en particular se hizo una reacciéon de pre-amplificaciéon para
enriquecer los moldes de PCR usados para amplificar las regiones relacionadas con la
resistencia a etambutol. Aunque esto no es imprescindible ya que en este experimento
se conoce la concentraciéon del ADN aislado, se considera que debe ser un paso
estandar en el protocolo cuando se trabaja con muestras desconocidas, en las cuales
normalmente se desconoce la calidad y cantidad de ADN en las mismas. Este paso en
este experimento se hace para demostrar que la fase de pre-amplificaciéon no interfiere

con la reaccién de secuenciacién ni en su modo simple ni en su modo multiple.
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La mezcla de la reaccién de pre-amplificaciéon esta compuesta por 5U de enzima ADN
polimerasa ultrapura, fabricada por Biotools Biotechnologial & Medical Laboratories
S.A., tampén de reaccién a una concentracion final 1x que se comercializa junto con la
enzima, entre 200um y 250uM concentracion final de cada uno de los cuatro
dexosirribonucleétidos que forman la cadena de acido dexosirribonucleico (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), y entre 50nM y 75nM concentracién final de cada uno de los
oligonucleétidos de amplificaciéon disefiados para la pre-amplificaciéon del gen diana
EmbB. Estos oligonucleétidos de amplificacién incluidos en la reaccién de pre-
amplificacién no estan biotinilados y no se pueden usar para secuenciaciéon. Ellos se
usan solo para mejorar la cantidad de ADN molde disponible para la reaccién posterior
de amplificacién. La mezcla de reaccién de pre-amplificaciéon incluyendo todos los
reactivos descritos arriba es estabilizada mediante el proceso de gelificacién. En
particular una mezcla de gelificacion compuesta de trehalosa, melezitosa, glucégeno y
lisina es afiadida a la mezcla de reaccién anteriormente descrita la cual contiene todos
los reactivos necesarios para llevar a cabo la reaccion PCR de pre-amplificacién. El
proceso de gelificacién se completa después de la desecacidén en condiciones de vacio
y a una temperatura inferior a 40°C, dando como resultado una mezcla de reaccioén

estabilizada que contiene entre un 10% y un 30% de agua.

42ul de agua Milli-Q y 3 pl de ADN de Mycobacterium fortuitum a una concentracién de
10ng/ul son dispensados en cada uno de los tubos gelificados. Incubar a 95°C durante
5 minutos. Después incubar a 95°C durante 20 segundos, a 58°C durante 20 segundos
y a 72°C durante 40 segundos durante 10 ciclos. Adicionalmente incubar a 72°C
durante 5 minutos. Enfriar la alicuota a 10°C.

[I.  Reaccién de Amplificacién

A continuacién de la reacciéon de pre-amplificacién, se prepara una reaccién de PCR
gelificada para amplificar las dos regiones del gen EmbB relacionadas con la resistencia
a etambutol. Esta reaccién incluye todos los reactivos necesarios para amplificar una
regién de 409bp del gen EmbB que incorpora los dos puntos de mutacién relacionados
con la resistencia a etambutol. El oligonucleétido reverso de amplificacion TB2 esta
biotinilado para permitir la separacién de las hebras del producto de PCR obtenido y
contar asi con una ADN molde de hebra simple para secuenciacién. La reaccién de
PCR se lleva a cabo 9 veces para que el producto de PCR obtenido pueda ser
secuenciado tres veces con el oligo de secuenciacion gelificado TB2a, tres veces con el
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oligo de secuenciacion gelificado TB2b y tres veces con la mezcla de ambos oligos de
secuenciacion TB2a y Tb2b gelificados en una formato multiplex. La composicién de la
mastermix esta compuesta por 5U de enzima ADN polimerasa ultrapura, fabricada por
Biotools Biotechnologial & Medical Laboratories S.A., tampén de reacciéon a una
concentracién final 1x que se comercializa junto con la enzima, entre 200um y 250uM
concentracion final de cada uno de los cuatro dexosirribonucleétidos que forman la
cadena de acido dexosirribonucleico (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), y entre 100nM y
200nM concentracion final de cada uno de los oligonucleétidos de amplificacién
disefiados para la amplificacion del gen diana EmbB. La mezcla de reacciéon de
amplificacién incluyendo todos los reactivos descritos arriba es estabilizada mediante el
proceso de gelificacién. En particular una mezcla de gelificacibn compuesta de
trehalosa, melezitosa, glucégeno y lisina es afiadida a la mezcla de reaccidén
anteriormente descrita la cual contiene todos los reactivos necesarios para llevar a cabo
la reaccién PCR de amplificacion. El proceso de gelificacién se completa después de la
desecacién en condiciones de vacio y a una temperatura inferior a 40°C, dando como
resultado una mezcla de reacciéon estabilizada que contiene entre un 10% y un 30% de
agua.

42ul de agua Milli-Q y 3 ul de producto resultante de la amplificacién son dispensados
en cada uno de los 9 tubos TB2 gelificados. Incubar a 95°C durante 5 minutos. Después
incubar a 95°C durante 20 segundos, a 58°C durante 20 segundos y a 72°C durante 40
segundos durante 35 ciclos. Adicionalmente incubar a 72°C durante 5 minutos. Enfriar
la alicuota a 10°C.

Finalizada la amplificacién, se mezcla 10 ul de producto de PCR con 2ul de tampén de
carga y se hace una electroforesis en un gel de agarosa al 2% en tampén TBE 0.5X,
tefiido con SYBRsafe 1x. Dejar correr el gel durante 30 minutos a 100V en tampén TBE
0.5x, y cargar en un pocillo lateral al lado del producto de PCR 2 pl de marcador de
ADN de 100pb como estandar del tamario de las bandas.

[ll.  Genotipado

Se usan dos oligos de secuenciacién para cubrir las dos regiones del gen EmbB de
Mycobacterium relacionadas con la resistencia a etambutol, estos oligos son TB2a y
TB2b. El oligo de secuenciacién TB2a cubre las mutaciones de resistencia Met306Val,
Met306Leu, y dos mutaciones Met306lle (una es la substitucién de G por T y la otra es
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la  substitucibn de G por A) y lee la SEQ ID NO: 17
(CATGGCCCGAGTCGCCGACCACGCC). El oligo de secuenciaciéon TB2b cubre las
mutaciones de resistencia Arg406Cys, Arg406Ser, Arg406Ala, y Arg406Asp vy lee la
SEQ ID NO: 18 (CCGGAGGGCATCATCGCGCTCGGCTC). La mezcla de ambos oligos
de secuenciaciéon TB2a y TB2b en el modo de genotipado multiple de secuencias lee la
SEQ ID NO: 19
(CCCATGGGGCCCAGGGGCAATGCATTCCGGCCCGGCATCCCAGGCCTGCCO) .

El producto que queda de la reacciéon de PCR se usa para preparar ADN de hebra
simple para la pirosecuenciaciéon. Se afiaden 44ul de una mezcla 10:1 de tampén de
unién y sefarosa estreptavidina a los productos de PCR y se mezclan durante 5
minutos. A continuacién, la mezcla es aspirada sobre los filtros de la estacién de trabajo
de vacio del Q96 y sumergidos en etanol al 70%, tampén de desnaturalizaciéon y
solucién de lavado todo ello bajo condiciones de vacio. La hebra simple de ADN
resultante se dispensa en una placa multipocillo Q96 que contiene 20ul de tampén de
hibridacién y 3ul de oligonucleétidos de secuenciacién a concentracién 10uM (una vez
que han sido re-hidratados afiadiendo 100ul de agua Milli-Q a su forma gelificada) en el
caso de las reacciones simples, o 3ul de la mezcla de oligos de secuenciacién a una
concentraciéon 10uM (una vez que han sido re-hidratados afiadiendo 100ul de agua
Milli-Q a su forma gelificada) en el caso de las reacciones multiples.

La placa multipocillo Q96 que ya contiene ADN de hebra simple, tamp6n de hibridacién
y oligonucleétidos de secuenciacién es entonces incubada a 80°C durante 2 minutos y
después se enfria a temperatura ambiente. Mientras las muestras se enfrian se procede
a la programacion del pirosecuenciador Q961D incluyendo los nombres de las muestras,
la eleccién del cartucho asi como el orden de dispensacién, que en este caso son 10
dispensaciones de TGCA. Desoxynucledtidos, mezcla de enzimas y mezcla de
substratos se afiaden entonces al cartucho en los volimenes indicados por el programa

y se inicia asi la secuenciacion.
C. Resultados

[.  Reacciéon de Amplificacién

FIG. 15 muestra los resultados del gel de agarosa. 10 ul del producto de PCR se
corrieron en un gel de agarosa al 2%. Cada réplica de la reacciéon de PCR debe
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contener aproximadamente cantidades equivalentes del producto de PCR. El tamafio
tedrico del producto de PCR es de 409pb

[I.  Reaccién de Genotipado

FIG. 16 muestra la calidad global de las reacciones de pirosecuenciacion. Los circulos
azules representan la alta calidad de la secuencia obtenida.

Tabla 1 muestra los datos de secuencia obtenidos mediante el uso de los oligos de
secuenciacién del gen EmbB en su modo simple. La secuencia de referencia para esta
regién del gen EmbB de Mycobacterium fortuitum se muestra en negro, con los sitios
relativos a la mutacién responsable de la resistencia a etambutol subrayados. El texto
abajo muestra la alta calidad de los datos de secuencia obtenidos en las tres réplicas
de secuenciacién llevadas a cabo con los oligos TB2a y TB2b de forma separada.

Datos de Secuencia — Simple EmbB

SEQ ID: NO 20 CATGGCCCGAGTCGCCGACCACGCC

SEQ ID: NO 20 Simple 1 CGaATGRUGGERARTEG

SEQ ID: NO 20 Simple 2 {G&TG

SEQ ID: NO 20 Simple 3 Al

SEQ ID: NO 21 CCGGAGGGCATCATCGCGCTCGGCTC

SEQ ID: NO 21 Simple 1 (i

SEQ ID: NO 21 Simple 2 GG
SEQ ID: NO 21 Simple 3 GGGHGA

Tabla 2 muestra los datos de secuencia obtenidos, por triplicado, usando los oligos de
secuenciacion de EmbB en su modo mudltiple. Las lineas superiores del texto muestran
la secuencia multiple prevista, en color rojo se muestra la secuencia obtenida con el
oligo de secuenciacién TB2a y en azul se muestra la secuencia obtenida con el oligo de
secuenciacion TB2b. Las bases subrayadas muestran las posiciones donde se localizan
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los sitios relativos a la mutacién relacionada con la resistencia a etambutol. Debajo de
la secuencia prevista se muestran los datos de secuencia obtenidos para las tres
réplicas de las reacciones de secuenciacion mdltiple. El cédigo de color para indicar la
calidad de la secuencia es, azul para secuencias de alta calidad, naranja si la calidad
de la secuencia es aceptable y rojo si la secuencia es de baja calidad.

Datos de Secuencia- EmbB Multiple

SEQ ID: NO 22
CCCATGGGGCCCAGGGGCAATGCATTCCGGCCCGGCATCCCAGGCCTGCCC

SEQ ID: NO 22 multiple 1
CCCATGGGGCCCAGGGGCAATGCATTCCGGCCCGGCATCCCAGGCCTGCCC

SEQ ID: NO 22 multiple 2
CCCATGGGGCCCAGGGGCAATGCATTCCGGCCCGGCATCCCAGGCCTGCCC

SEQID:NO22  miuiltiple 3
CCCATGGGGCCCAGGGGCAATGCATTCCGGCCCGGCATCCCAGGCCTGCCC

D. Discusidén

La imagen representada en la FIG. 15 muestra que la cantidad de producto de PCR
producido cuando 10ul de producto de PCR se afiade a las reacciones es equivalente
en todas las reacciones de PCR. Aparecen ligeras diferencias debido a errores en el
pipeteo, durante el montaje de la PCR, o cuando se carga el gel. El tamafio previsto de
la banda, 409 bp se consigue en todas las reacciones. En ningun caso la diferencia
entre las reacciones de PCR es aparente. La calidad de los productos de PCR
permanece similar en todos los casos y no es variable, lo cual es evidente para un

experto en la materia.

Los resultados ilustrados en la FIG.16 muestran datos de alta calidad en las reacciones
de genotipado de secuencias como era de esperar. Los circulos azules aparecen para
confirmar la alta calidad obtenida. Un fallo en la reaccién hubiera sido indicado
mediante un circulo rojo y un resultado de baja calidad. La inconsistencia entre la
secuencia de referencia y los resultados obtenidos o ratios sefial/ruido pobres hubieran
aparecido con color amarillo. Es evidente para un experto en la materia, que todas las
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reacciones en este caso pasan el test de calidad independientemente del nimero de
oligos de secuenciacién afiadidos.

Los resultados obtenidos en la Tabla 1 muestran que las dos reacciones de
secuenciacion simple rinden las secuencias de referencia esperadas con alta calidad.

Los resultados ilustrados en la Tabla 2 muestran que el modo de secuenciaciéon mdltiple
es posible mediante el uso de una Unica reaccidén de secuenciacién y que la informacion
que habitualmente solo se puede obtener con dos reacciones de microsecuenciacion se
consigue con el genotipado de secuencias en modo mdltiple. La secuencia obtenida
mediante el modo multiple puede ser prevista de antemano y generar resultados

consistentes.

Luego, es evidente que las mismas secuencias genotipicas se obtienen como

resultado tanto de la secuenciacién en su modo simple como mudltiple.

Por lo tanto, es evidente para cualquier experto en la materia que es posible obtener
datos de genotipos relativos a secuencias multiples usando mudltiples oligonucleétidos
de secuenciacién gelificados con el mismo ADN molde de cadena simple.

Mientras que la presente invencién se ha mostrado y descrito de forma particular con
referencia a las realizaciones ejemplares relatadas, sera comprendido por cualquier
experto en la materia que varios cambios en la forma y en detalles pueden ser hechos
sin que esto implique una modificacién ni del espiritu ni del alcance de la presente

invencién como es definido a través de las siguientes reivindicaciones:
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REIVINDICACIONES

Un método para la determinacién del genotipo de secuencias mdltiples de

interés, en donde dicho método comprende los siguientes pasos:

a) amplificaciéon de al menos una o mas secuencias diana de una muestra para
producir un producto amplificado, en donde dicha secuencia diana
comprende al menos uno o mas sitios de la secuencia de interés; y

b) genotipado de dicho producto amplificado con wuna mezcla de
oligonucleétidos de secuenciaciéon de forma simultanea, en donde dicha
mezcla comprende al menos un oligonucleétido de secuenciacién por cada

una de dichas secuencias de interés.

Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho paso de
amplificacién amplifica secuencias multiples de interés sobre una sola secuencia
diana en donde dichas secuencias de interés estan localizadas a una distancia
inferior o igual a 1kb una de la otra en dicha muestra. .

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho paso de amplificacién amplifica secuencias multiples de interés
sobre multiples secuencias diana en donde dichas secuencias de interés estan
localizadas a una distancia superior a 1kb una de la ofra.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha amplificacién es llevada a cabo mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR).

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccién en cadena de
la polimerasa simple cuando dichas secuencias multiples de interés estan
localizadas maximo 1kb una de la otra.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccién en cadena de
la polimerasa multiplex cuando dichas secuencias miultiples de interés estan
localizadas a una distancia superior a 1kb una de la ofra.
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Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha reaccibn en cadena de la polimerasa multiplex  utiliza
oligonucleétidos de amplificacibn que son usados bajo las mismas
concentraciones de reactivos, temperaturas de alineamiento y tiempos de
extensién, en donde dichos oligonucleétidos de amplificacién son conjuntos de
oligonucleétidos que son completamente o parcialmente especificos al extremo
o limites exteriores de la secuencia diana sin compartir en absoluto homologia

con la regién de alineamiento.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho paso de amplificacién usa al menos una pareja de oligonucleétidos
de amplificaciéon correspondiente a cada una de las secuencias dianas que se

amplificaran.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde al menos un oligonucleétido de amplificacién de los que constituyen la
pareja de oligonucledtidos de amplificaciéon esta biotinilado.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha reaccién de amplificacién se caracteriza por el uso de reactivos de
amplificacién gelificados para producir productos amplificados.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicha secuencia diana comprende al menos una secuencia de interés y

una secuencia de ADN adyacente.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho producto amplificado esta biotinilado.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho producto amplificado comprende secuencias multiples de interés.
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Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde dicho genotipado es llevado a cabo mediante el uso del método de la
pirosecuenciacion.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde durante dicho paso de genotipado, la secuencia adyacente a dichas
secuencias miltiples de interés y la secuencia que incluye dichas secuencias

multiples se solapan.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde el paso de amplificacién a) es llevado a cabo en una reacciéon de
amplificacién simple y el paso de genotipado b) es llevado a cabo en una
reaccién Unica de genotipado multiplex.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en
donde la reacciéon de genotipado es llevada a cabo simultdneamente a la

reaccioén de amplificacion.

Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en
donde las secuencias de interés son sitios de polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs).

Kit que comprende: i) todos los reactivos necesarios dosificados a las
concentraciones 6ptimas para la generacién de una reaccién de amplificacion
simple o multiplex de las dianas de interés pre-mezclados y estabilizados
mediante el proceso de gelificacién vy ii) oligonucleétidos de secuenciacién para
el genotipado multiplex de las secuencias de interés los cuales son estabilizados
por medio del proceso de gelificacién, para uso en el método de las
reivindicaciones de la 1 ala 18.
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