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PCR MULTIPLEX MEJORADA

La presente invencion esta dirigida a un método de PCR multiplex mejorado que permite
eliminar la formacioén de polimeros de cebadores, permite incrementar el numero de
cebadores diferentes utilizados en la PCR multiplex, e incluso, incrementar la
concentracién de los mismos y disminuye considerablemente los sesgos de
amplificacién, permitiendo incrementar el numero de ciclos de PCR y se pueden realizar

amplificaciones sobre cantidades de DNA mucho mas reducidas.
ESTADO DEL ARTE

En la actualidad, debido al desarrollo de la secuenciacion paralela masiva, la PCR
multiplex es ampliamente utilizada durante las fases iniciales de la fabricacion de
librerias. Mediante PCR multiplex se amplifica simultaneamente un numero elevado
(puede llegar a varias centenas) de moléculas de DNA para su secuenciacién en

diferentes plataformas de secuenciaciéon masiva.

El principal inconveniente de la PCR multiplex deriva precisamente de la utilizacion
simultdnea de numerosos cebadores a concentraciones elevadas (concentraciones
adecuadas para su funcionamiento en la reaccién de PCR). Los cebadores hibridan
entre ellos y polimerizan creando moléculas de DNA pardsitas y no deseadas que
compiten (por los recursos de la PCR) con las moléculas de DNA que se desea
amplificar. El riesgo de que polimericen los cebadores, asi como la intensidad del
fendmeno, es tanto mas elevado cuanto mayor es el numero de cebadores diferentes

utilizados.

En resumen, la competencia con los polimeros de cebadores:
e Puede impedir la amplificacién de la totalidad o de algunas de las moléculas de
DNA deseadas.
¢ Puede introducir sesgos de amplificacion (a veces muy grandes) que modifican

la eficiencia con la que se amplifican las diferentes moléculas de DNA deseadas.

Las moléculas de DNA “parasitas” pueden incrementar su tamario en cada ciclo de PCR.

Una hibridacion productiva genera una molécula parasita (dimero de cebador) con un
extremo 3’ inédito que en el siguiente ciclo (en una nueva hibridacién productiva)

incrementa el tamano de la molécula parasita y produce un extremo 3’ diferente.
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La gran variedad de secuencias diferentes en los cebadores de una PCR multiplex
favorece el fendmeno de polimerizacion. Ademas, conforme avanza la PCR, se
incrementa la concentracién de amplicones (moléculas de DNA deseadas). Cebadores
y amplicones ofrecen una amplia variedad de secuencias diferentes (a elevada
concentracion) que incrementan la probabilidad de realizar nuevas hibridaciones

productivas.

A su vez, la variedad de secuencias plantilla incrementa la variedad de extremos 3’
generados mediante hibridaciones productivas. A lo que hay que anadir las adeninas
adicionales incorporadas al extremo 3’ por algunas DNA polimerasas (como la Taq

polimerasa). Estas adeninas se afiaden en una probabilidad variable.

Tras 20 o 30 ciclos de amplificacién se pueden producir moléculas parasitas de DNA de

varios miles de pares de bases.

La polimerizacion de cebadores en PCR multiplex tiene un fuerte componente

estocastico. Es debido, principalmente, a dos razones:

1. La aparicién de determinados eventos de baja probabilidad (estos eventos son
las hibridaciones productivas iniciales) modifica la probabilidad de los eventos
siguientes (grados de libertad) dependiendo de las secuencias en los nuevos

extremos 3’ producidos.

2. Debido a la naturaleza de crecimiento logaritmico de la PCR, la repercusion de
un evento depende del ciclo en el que aparezca. Cuanto antes aparezca el

evento, mas ciclos de crecimiento logaritmico tendra para incrementar su efecto.
Soluciones técnicas a la polimerizacién de cebadores.

Se han disefiado varios métodos para minimizar el impacto de la polimerizacién de
cebadores. Todos ellos se basan en intervenir sobre el extremo 3’ de las moléculas de

cebadores:
e Mediante un cuidadoso disefo de las secuencias de los cebadores.

o Especialmente, mediante modificaciones quimicas del extremo 3’ de las
moléculas de cebadores que disminuyen la probabilidad de un evento de

hibridacion productiva entre cebadores.

Se ha conseguido minimizar considerablemente el impacto de la polimerizacion de

cebadores y, en consecuencia, incrementar el numero de cebadores diferentes que
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pueden incluirse en la PCR multiplex. Sin embargo, las soluciones técnicas no son
infalibles. La reduccion de la probabilidad de un evento de hibridacion productiva entre
cebadores no impide que este se produzca. Y, cuando este evento aparece, se produce
una molécula parasita de DNA con un nuevo extremo 3’ sin modificaciones quimicas.
Nuevamente, existe un fuerte componente estocastico. Cuanto antes aparezca el

evento de hibridacidon productiva inicial, mas repercusion tendra.

Como se ha indicado, los métodos actuales han conseguido incrementar el numero de
cebadores empleados en la PCR multiplex, pero para minimizar el riesgo de
polimerizacion (aleatoria) de cebadores se recomiendan cantidades elevadas de DNA
inicial y un numero reducido de ciclos (habitualmente no mas de 15 ciclos). Estas

recomendaciones disminuyen la eficiencia de la PCR multiplex.

Seria, por tanto, deseable impedir completamente que las moléculas resultantes de una

hibridacion productiva tengan nuevos ciclos de elongacion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion describe el uso de al menos un nucleétido
EGC (Expanded Genetic Code) en un procedimiento PCR para evitar la generacion de

moléculas de DNA parasita no deseadas.

La intervencién propuesta sobre el extremo 5 de las secuencias de cebadores puede
ser utilizada de forma aislada o en asociacion con las soluciones a la polimerizacion de

cebadores que se basan en intervenciones sobre el extremo 3’ de los cebadores.

En un segundo aspecto, la invencién describe un método para realizar PCR multiplex
qgue no genere moléculas de DNA pardsita no deseadas que comprende incorporar a la

reaccion al menos un nucleétido EGC (Expanded Genetic Code).

En combinacién con las técnicas que disminuyen la probabilidad de hibridacién efectiva
de cebadores, la presente invencion permite incrementar considerablemente la

eficiencia de la PCR multiplex:

¢ Elimina completamente la formacién de polimeros de cebadores (mas alla de

una dimerizacién inicial de baja probabilidad).

e Reduce considerablemente el componente estocastico de la PCR multiplex.
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e Permite incrementar el nimero de cebadores diferentes utilizados en la PCR

multiplex, e incluso, incrementar la concentracién de los mismos.
¢ Disminuye considerablemente los sesgos de amplificacién.

e Permite focalizar los recursos de la PCR en la amplificacion de las moléculas de
DNA deseadas. En consecuencia, se puede incrementar el numero de ciclos de
PCR y se pueden realizar amplificaciones sobre cantidades de DNA mucho mas

reducidas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Esquema que ilustra la hibridacién entre cebadores durante una PCR. Las
flechas representan los oligonucleétidos. Las pequenas lineas horizontales indican
hibridaciones entre nucleotidos homoélogos de hebras diferentes. La punta de las flechas
representa el extremo 3 de las moléculas de oligonuclettidos. A) Representa dos
ejemplos de hibridacién no productiva. B) Representa dos ejemplos de hibridaciéon

productiva.

Fig. 2. Imagen que muestra una electroforesis en gel de agarosa del resultado de tres
réplicas de PCR multiplex, realizadas a partir de 50 cebadores diferentes durante 30
ciclos. Se destaca el componente aleatorio del resultado (Aparicion aleatoria de
artefactos PCR). Ademas, el rendimiento ofrecido es escaso, s6lo asumible con una

gran cantidad de ADN inicial.

Fig. 3. llustracién de una PCR multiplex ejemplo de la invencion, donde se incorporan
los nucledtidos EGC. A) representa un ejemplo de hibridacion productiva entre
cebadores que incorporan nucleétidos EGC en su extremo 5. B) representa la nueva

molécula generada que no tendra posibilidad de generar mas hibridaciones productivas.

Fig. 4. PCR multiplex sin modificaciones en los cebadores comparada con una PCR
multiplex que utiliza los mismos cebadores modificados en el extremo 5 con dos
nucleétidos EGC.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Definiciones

El ttrmino PCR multiplex (Multiplex Polymerase Chain Reaction en inglés) se refiere al
uso de la PCR para la amplificacién simultanea y especifica de varias moléculas de
DNA. La principal diferencia entre la PCR clasica y la PCR multiplex es que la primera
utiliza dos oligonucleétidos diferentes, mientras que la segunda utiliza mas de dos. Los
oligonucleétidos usados en la reaccion de PCR se denominan cebadores (primers en

inglés).

La PCR multiplex se describi6 por primera vez en 1988 para detectar delecciones en el
gen codificante de la distrofina. Desde entonces, la PCR multiplex ha tenido otras
aplicaciones, como el anélisis de microsatélites y el genotipado de variantes SNP

(Single-Nucleotide Polymorphism en inglés).
Conceptos basicos de la reaccién catalizada por las DNA polimerasas:

o La DNA polimerasa cataliza el crecimiento de hebras de DNA incorporando
(polimerizando) nucleétidos sobre una hebra de DNA complementaria y en
orientacion antiparalela. Los nucleétidos (en forma trifosfato) se incorporan

liberando una molécula de pirofosfato.
e El crecimiento de una molécula de DNA se realiza en direccion 5 — 3.

o La DNA polimerasa requiere de un extremo 3’ previamente hibridado. Durante la

reaccion de PCR, este extremo es otorgado inicialmente por los cebadores.

Los cebadores pueden hibridar entre ellos vy, si la hibridacion implica algunos de los
extremos 3’, este puede ser elongado mediante la DNA polimerasa, creando de esta
forma una molécula parasita no deseada. Esta molécula es denominada dimero de

cebador (primer dimer en inglés).

El término “hibridacion productiva’ alude al tipo de hibridacion entre cebadores que

permite la elongacion de un extremo 3’y la generacion de una molécula de DNA parasita

no deseada.

La hibridacién del extremo 3 de un oligonucledtido sobre otra molécula de
oligonucleétido implica habitualmente muy pocas bases, por lo que estd muy

desfavorecida a las temperaturas utilizadas en PCR. Sin embargo, la elevada



10

15

20

25

30

WO 2020/201603 6 PCT/ES2020/070220

concentracion a la que se encuentran los cebadores compensa la baja probabilidad de

elongacion.

Los autores de la presente invencidn han actuado sobre el disefio del extremo 5’ de los
cebadores, impidiendo completamente que las moléculas resultantes de una hibridacion

productiva tengan nuevos ciclos de elongacién.

Asi, en su aspecto mas general, la presente invencion describe el uso de al menos un
nucledtido EGC (Expanded Genetic Code) en un procedimiento PCR para evitar la

generacién de moléculas de DNA parasita no deseadas.

En particular,propone incorporar uno o mas nucleétidos EGC (Expanded Genetic Code)
en el extremo 5 de la secuencia de los cebadores. El numero 6ptimo de nucleétidos

EGC anadidos en 5’ es de 2, aunque pueden incorporarse solo uno o mas de 2.
De forma preferente, se incorporan dos nucleétidos EGC (Expanded Genetic Code).

De forma preferente, el procedimiento PCR en el que se usa al menos un nucleétido
EGC, es PCR multiplex.

El cédigo genético natural esta formado por 4 bases: adenina (A), timina (T), citosina
(C) y guanina (G) que hibridan en dos parejas (A-T y C-G). Los nucleétidos EGC
suponen una extension del coédigo genético natural. Son parejas sintéticas de
nucledtidos que hibridan entre ellos pero no con los nucledtidos naturales. Los
nucleétidos EGC se incorporan en la estructura del DNA y son reconocidos e

incorporados por la DNA polimerasa.

El esquema de la Fig. 3 ilustra un ejemplo de la invencion. Los cebadores incorporan en
su extremo 5’ dos nucleétidos EGC (en el ejemplo iso-C, 5-Methyl-Isocytosine). La PCR
es realizada con los 4 mondmeros naturales de nucledtidos (nucleétidos trifosfato ATP,
TTP, CTP y GTP) mas un quinto monémero EGC en su forma trifosfato y
complementario de los EGC del extremo 5’ de los cebadores (en el ejemplo iso-dGTP,

2-Hydroxy-2’-deoxyadenosine-5-triphosphate).

El fundamento de la invencidn se basa en que, tras una hibridacion productiva entre dos
cebadores, se genera una molécula de DNA con un nuevo extremo 3 formado por

nucleétidos EGC. En consecuencia:

¢ La molécula generada no podra hibridar su extremo 3’ de forma productiva y no

tendra capacidad de polimerizacion.



10

15

20

WO 2020/201603 7 PCT/ES2020/070220

e La molécula generada no competird por los recursos de la PCR (no sera una

molécula de DNA parasita).

También es objeto de esta invencidon un método para realizar PCR, preferentemente
PCR multiplex, que no genere moléculas de DNA parasita no deseadas y que
comprende incorporar a la reacciéon al menos un nucleétido EGC tal y como se ha

descrito previamente.

En una realizacion particular, se incorporan a la reacciéon uno o mas nucleétidos EGC

(Expanded Genetic Code) en el extremo 5’ de la secuencia de los cebadores.

El numero o6ptimo de nucledtidos EGC anadidos en 5 es de 2, aunque pueden
incorporarse s6lo uno 0 mas de 2, por lo que de forma preferente, se incorporan dos

nucledtidos EGC a la reaccion.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

La Fig. 4 muestra un ejemplo de utilizacién de la innovacién. PCR multiplex sin
modificaciones en los cebadores comparada con una PCR multiplex que utiliza los
mismos cebadores modificados en el extremo 5 con dos nucleétidos EGC. El ejemplo
muestra la amplificacion del receptor de antigeno TCR (T Cell Receptor) para cuya

amplificacion es necesario anadir cebadores para cada uno de los segmentos V.

Como se observa, la invencion permite focalizar los recursos de la PCR sobre la

amplificacion de la molécula de DNA deseada.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de al menos un nucledtido EGC (Expanded Genetic Code) en un procedimiento

PCR para evitar la generacion de moléculas de DNA parasita no deseadas.

2.- El uso segun la reivindicaciéon anterior donde el al menos un nucledtido EGC
(Expanded Genetic Code) se incorpora en el extremo 5 de la secuencia de los

cebadores.

3.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde se incorporan dos
nucleétidos EGC (Expanded Genetic Code).

4.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la PCR es una PCR

multiplex.

5.- Un método para realizar PCR multiplex que no genere moléculas de DNA parasita
no deseadas que comprende incorporar a la reaccién al menos un nucleétido EGC

(Expanded Genetic Code) segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
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