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ES 2 319 963 T3

DESCRIPCIÓN

Procedimiento para la amplificación simultánea de varias secuencias en una reacción PCR y su marcaje.

Campo de la invención

La invención se refiere a la preparación especialmente eficiente de productos amplificados marcados complejos en
una reacción PCR. Estos productos amplificados pueden analizarse a continuación respecto a su secuencia mediante
distintos procedimientos. Es especialmente adecuado el procedimiento para el análisis de patrones de metilación de
citosina en muestras de ADN.

Estado de la técnica

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un procedimiento con el que puede amplificarse selectivamen-
te en principio cualquier ADN. Este procedimiento comprende el uso de una preparación mayoritariamente de dos
oligonucleótidos de secuencia predeterminada, los denominados cebadores, que hibridan con sus cadenas de ADN
complementario y definen los límites de la secuencia a amplificar.

Los oligonucleótidos inician la síntesis de ADN, que se cataliza mediante una ADN polimerasa termoestable.
Cada ronda de síntesis se separa típicamente mediante una etapa de fusión y reasociación. Esto permite amplificar una
secuencia de ADN dada varios cientos de veces en menos de una hora.

Por la sencillez y reproducibilidad de estas reacciones, la PCR ha alcanzado una amplia aceptación. Por ejemplo,
se usa la PCR para el diagnóstico de disfunciones hereditarias y cuando se sospechan enfermedades.

Sin embargo, se lleva a cabo a menudo también una amplificación de una muestra dada sólo para multiplicar el
material para un análisis posterior. La muestra a analizar se amplifica en este caso en primer lugar, a partir de ADN
genómico o, por ejemplo, ARNm aislado. La mayoría de veces, es necesario marcar al menos uno de los cebadores,
por ejemplo, con un colorante de fluorescencia, para poder identificar el fragmento en los experimentos siguientes.

Representa una variante especialmente sencilla y económica para la aplicación de un marcaje al producto am-
plificado el procedimiento de usar cebadores que tienen dos dominios. Uno hibrida específicamente con la región a
amplificar, mientras que el otro sólo tiene la función de hibridar con un oligonucleótido marcado. Este oligonucleótido
puede ser siempre el mismo para distintas amplificaciones, si se usa siempre el mismo dominio del cebador apropiado
para el marcaje. Particularmente en marcajes caros, es una solución económica. Por ejemplo, se utilizan para esta reac-
ción tres oligonucleótidos distintos, un cebador de codificación específico de secuencia con cola M13(-21), un cebador
inverso específico de secuencia y un oligonucleótido marcado con fluorescencia universal M13(-21) (Schuelke et al.,
“An economic method for the fluorescent labeling of PCR fragments” 2: 18, 2000), que se une a la cola M13(-21) del
cebador de codificación.

Este ADN amplificado se emplea para la identificación de mutaciones y polimorfismos. Como procedimiento
analítico para ello se tienen en cuenta, por ejemplo, la reacción de extensión de cebador, secuenciación según Sanger
o, por ejemplo, digestión de restricción y posterior análisis, por ejemplo en geles de agarosa.

Para el análisis del ADN, se toma como referencia a menudo mediante el análisis de la secuencia de bases la rela-
ción de bases de ADN de citosina a 5-metilcitosina, o se analiza la metilación en posiciones de citosina individuales.

La 5-metilcitosina es la base modificada covalentemente más frecuente en el ADN de células eucarióticas. Desem-
peña un papel, por ejemplo, en la regulación de la transcripción, en la imprimación genética y en la tumorigénesis. La
identificación de 5-metilcitosina como componente de información genética es por tanto de considerable interés. Sin
embargo, las posiciones de 5-metilcitosina no pueden identificarse mediante secuenciación, ya que la 5-metilcitosina
presenta el mismo comportamiento de apareamiento de bases que la citosina. Además, en una amplificación por PCR,
se pierde la completamente la información epigenética que porta la 5-metilcitosina.

Un procedimiento para el análisis de 5-metilcitosina en ADN relativamente nuevo y por ahora muy frecuentemente
aplicado se basa en la reacción específica de bisulfito con citosina, que se transforma en uracilo después de hidrólisis
alcalina posterior, el cual se corresponde con la timidina en su comportamiento de apareamiento de bases. La 5-
metilcitosina en cambio no se modifica en estas condiciones. Por tanto, el ADN original se transforma de modo que
la metilcitosina, que originalmente no puede diferenciarse por su comportamiento de hibridación de la citosina, puede
identificarse ahora mediante técnicas de biología molecular “normales” como la única citosina restante, por ejemplo
mediante amplificación e hibridación o secuenciación. Todas estas técnicas se basan en el apareamiento de bases,
que ahora se explota totalmente. El estado de la técnica, en lo que se refiere a la sensibilidad, se define mediante un
procedimiento que incluye el ADN a analizar en una matriz de agarosa que reduce la difusión y renaturalización del
ADN (el bisulfito reacciona sólo con ADN monocatenario) y sustituye todas las etapas de precipitación y purificación
por una diálisis rápida (Olek A, Oswald J, Walter J. “A modified and improved method for bisulphite based cytosine
methylation analysis”. Nucleic Acids Res. 15 de diciembre de 1996; 24 (24): 5064-6). Con este procedimiento, pueden
analizarse células individuales, lo que demuestra el potencial del procedimiento. Sin embargo, se analizan hasta ahora
sólo regiones individuales de hasta aproximadamente 3.000 pares de bases de longitud, no siendo posible un análisis
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global en células de miles de posibles análisis de metilación. Sin embargo, este procedimiento tampoco puede analizar
fiablemente fragmentos muy pequeños de cantidades de muestra bajas. Éstos se pierden en la matriz a pesar de la
prevención de la difusión.

Puede deducirse una visión general sobre las posibilidades conocidas adicionales de detectar 5-metilcitosina a
partir del siguiente artículo de revisión: Rein T, DePamphilis ML, Zorbas H. “Identifying 5-methylcytosine and related
modifications in DNA genomes”. Nucleic Acids Res. 15 de mayo de 1998; 26 (10): 2255-64.

La técnica del bisulfito se emplea hasta ahora sólo en investigación con pocas excepciones (por ejemplo, Zeschnigk
M, Lich C, Buiting K, Doerfler W, Horsthemke B. “A single-tube PCR test for the diagnosis of Angelman and Prader-
Willi syndrome based on allelic methylation differences at the SNRPN locus”. Eur. J. Hum. Genet. marzo-abril de
1997; 5(2): 94-8). Sin embargo, se amplifican siempre trozos específicos cortos de un gen conocido mediante un tra-
tamiento con bisulfito y se secuencian completamente (Olek A, Walter J. “The pre-implantation ontogeny of the H19
methylation imprint”. Nat. Genet. noviembre de 1997; 17(3): 275-6) o se detectan posiciones de citosina individuales
mediante una “reacción de extensión de cebador” (Gonzalgo ML, Jones PA. “Rapid quantitation of methylation dif-
ferences at specific sites using methylation-sensitive single nucleotide primer extension (Ms-SNuPE)”. Nucleic Acids
Res. 15 de junio de 1997; 25(12): 2529-31, patente WO 9500669) o una escisión enzimática (Xiong Z, Laird PW.
“COBRA: a sensitive and quantitative DNA methylation assay”. Nucleic Acids Res. 15 de junio de 1997; 25(12):
2532-4). Además, se ha descrito también la detección mediante hibridación (Olek et al., documento WO 99 28498).

Son otras publicaciones que se ocupan de la aplicación de la técnica del bisulfito para la detección de la metilación
en genes individuales:

Grigg G, Clark S. “Sequencing 5-methylcytosine residues in genomic DNA”. Bioessays. junio de 1994; 16(6):
431-6, 431; Zeschnigk M, Schmitz B, Dittrich B, Buiting K, Horsthemke B, Doerfler W. “Imprinted segments in the
human genome: different DNA methylation patterns in the Prader-Willi/Angelman syndrome region as determined by
the genomic sequencing method”. Hum. Mol. Genet. marzo de 1997; 6(3): 387-95; Feil R, Charlton J, Bird AP, Walter
J, Reik W. “Methylation analysis on individual chromosomes: improved protocol for bisulphite genomic sequencing”.
Nucleic Acids Res. 25 de febrero de 1994; 22(4): 695-6; Martin V, Ribieras S, Song-Wang X, Rio MC, Dante R.
“Genomic sequencing indicates a correlation between DNA hypomethylation in the 5’ region of the pS2 gene and
its expression in human breast cancer cell lines”. Gene. 19 de mayo de 1995; 157 (1-2): 261-4; documentos WO 97
46705, WO 95 15373 y WO 45560.

Para el análisis de los productos de PCR, deben dotarse estos, por ejemplo, con un marcaje de fluorescencia o
marcaje radiactivo. Estos marcajes pueden aplicarse a los cebadores o a los nucleótidos. Es especialmente adecuado
para los marcajes de fluorescencia la aplicación sencilla de colorantes Cy3 y Cy5 a los extremos 5’ de los cebadores
respectivos. Además, se tienen en cuenta como colorantes de fluorescencia 6-carboxifluorescina (FAM), hexacloro-
6-carboxifluorescina (HEX), 6-carboxi-x-rodamina (ROX) o tetracloro-6-carboxofluorescina (TET). Estos colorantes
sin embargo son comparativamente caros.

Para el análisis de genes en que el alelo mutado o el polimorfismo están bien caracterizados, es muchas veces
suficiente la amplificación de regiones definidas individuales del ADN. Sin embargo, cuando se analizan genes in-
definidos, son necesarias la mayoría de las veces una pluralidad de reacciones PCR para identificar deleciones o
alteraciones críticas de bases. Es aún más complicado el establecimiento de una PCR multiplexada, en la que se usan
un cebador de codificación y una pluralidad de cebadores inversos para amplificar segmentos génicos definidos.

Aunque la temperatura de asociación y la concentración de cebador pueden calcularse hasta un grado conocido,
deben determinarse experimentalmente en general las condiciones para cada reacción multiplexada individual. Ya que
la probabilidad de una reacción inicial no específica aumenta con cada cebador adicional, en la mayoría de casos
las condiciones deben modificarse con la adición de cebador adicional. Además, se multiplican los artefactos que se
generan por la competencia de recursos, por ejemplo, por el cebador en la PCR multiplexada. Esto desemboca en que
los rendimientos de fragmentos amplificados irregularmente aumentan con cada ciclo.

Por las dificultades mencionadas, el desarrollo de un nuevo ensayo de diagnóstico puede ser muy trabajoso y
costoso.

Weighardt et al. (PCR Methods and App. 3: 77, 1993) describen el uso de oligonucleótidos alargados en 5’ para
PCR. Este procedimiento de amplificación comprende como rasgo característico la asociación y reacción de alarga-
miento de cebador separadas para cada cebador individual, lo que no es practicable en un contexto multiplexado.

Como se ha mostrado, es actualmente estado de la técnica tratar las muestras de ADN con bisulfito para la iden-
tificación de metilación de citosina y llevar a cabo a continuación amplificaciones sencillas. Falta sin embargo un
procedimiento que permita llevar a cabo una amplificación en dos etapas especialmente específica usado cebadores
con dos dominios que procure al mismo tiempo de forma especialmente específica una pluralidad de fragmentos y que
además resuelva el problema de que deban utilizarse normalmente una pluralidad de cebadores marcados y correspon-
dientemente caros para dicha amplificación compleja.
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Fijación del objetivo

Debe procurarse un procedimiento que evite las desventajas del estado de la técnica. Debe procurarse por un lado
una PCR en dos etapas muy específica con alta multiplexabilidad que además resuelva el problema de los marcajes
costosos. El procedimiento debe ser especialmente adecuado para la detección de metilación de citosina en muestras
de ADN.

Descripción

Se describe un procedimiento para la amplificación de ácidos nucleicos.

Los ácidos nucleicos se obtienen de forma especialmente preferida a partir de una muestra de ADN genómico,
comprendiendo las fuentes de ADN, por ejemplo, líneas celulares, sangre, esputo, heces, orina, fluido cerebroespinal,
tejidos embebidos en parafina, por ejemplo, tejidos de ojos, intestino, riñones, cerebro, corazón, próstata, pulmones,
mama o hígado, portaobjetos histológicos y todas las posibles combinaciones de las mismas.

Se embebe la muestra de ácido nucleico al inicio de forma especialmente preferida en agarosa y se hace reaccionar
con una solución de bisulfito (= disulfito, hidrogenosulfito), con lo que la 5-metilcitosina permanece intacta y la
citosina se transforma en uracilo u otra base similar al uracilo en comportamiento de apareamiento de bases. En este
tratamiento químico, está presente un reactivo desnaturalizador de dúplex de ADN y/o un captador de radicales.

Ya que en el genoma humano únicamente aprox. un 3% de las bases de citosina se presentan metiladas, el ADN
tratado con bisulfito contiene en su mayor parte las bases A, G, T y U, es decir, respecto a su comportamiento de
apareamiento de bases sólo 3 bases (A, G y T), ya que U y T muestran el mismo comportamiento de apareamiento.

Se hibridan entonces los segmentos a amplificar con al menos dos oligonucleótidos cebadores que presentan dos
dominios, de los cuales el dominio específico de secuencia que se encuentra en el extremo 3’ hibrida con el segmento
a amplificar, mientras que el dominio genérico que se encuentra en el extremo 5’ no hibrida. En la siguiente etapa, se
lleva a cabo una primera reacción de amplificación mediante una polimerasa. En una etapa adicional, hibrida con el
producto amplificado un oligonucleótido cebador marcado que hibrida con el dominio genérico del primer cebador.
Preferiblemente, se lleva a cabo una segunda amplificación con una reacción de la polimerasa.

Para la amplificación, se usa de forma especialmente preferida una ADN polimerasa termorresistente.

En caso de amplificar ADN tratado con bisulfito, esto conduce entonces a fragmentos de ADN que se caracterizan
porque la cadena (+) posee la composición de bases A, T y G y su cadena (-) complementaria la composición A, T y
C. De esto se deduce que en la cadena (+) o (-) no están presentes simultáneamente nunca o raramente las nucleobases
C y G. Mediante esta propiedad del ADN tratado con bisulfito y sus productos de amplificación, es posible preparar
cebadores que no proporcionen productos de PCR inespecíficos con ADN molde con bisulfito y puedan usarse así
como oligonucleótidos de marcaje empleables en general o sondas de detección para productos amplificados por PCR
de ADN tratado con bisulfito.

Es requisito para ello que, para la amplificación de ADN tratado con bisulfito, se diseñen cebadores específicos
de gen de tipo 1 y 2, que además de un dominio específico de gen poseen un dominio genérico. Estos dominios
cebadores genéricos posibilitan el marcaje de los fragmentos de ADN con los oligonucleótidos de marcaje empleables
en general (tipo M1 y tipo M2) o su detección con los oligonucleótidos de marcaje empleables en general (tipo M1
y tipo M2) mediante procedimiento de hibridación. Para la amplificación de genes específicos o varios genes en una
PCR multiplexada, son necesarios al menos dos cebadores, un cebador de tipo 1 y un segundo de tipo 2 (véase a
continuación). Con estos cebadores, se amplifican los correspondientes fragmentos de ADN.

(Esquema pasa a página siguiente)
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Estructura y propiedades de los cebadores

Preferiblemente, el dominio genérico del cebador de tipo 1 y 2 contiene una secuencia que está compuesta por A,
C, G y T.

Los dominios específicos de gen son, como ya indica el nombre, específicos de uno o varios fragmentos génicos
(e). En el caso de cebador específico de secuencia de tipo 1, la secuencia está compuesta por bases A, T y G, en el
caso de cebador específico de secuencia de tipo 2, por bases A, T y C.

En una segunda reacción de PCR con un par de cebadores genéricos de tipo M1 y M2, se reamplifican simultá-
neamente este gen o un número cualquiera de genes que provienen de reacciones PCR con pares cebadores (de tipo
1 y tipo 2), en la que todos los cebadores de tipo 1 y los cebadores de tipo 2 poseen dominios genéricos idénticos
(ejemplos 2 y 3). Los dominios genéricos de cebadores de tipo 1 y 2 se diseñan de modo que los correspondientes
cebadores de marcaje genéricos (de tipo M1 y tipo M2) produzcan en una reacción PCR los menores productos de
PCR inespecífica posibles con el ADN molde con bisulfito usado. Las reacciones PCR pueden llevarse a cabo secuen-
cialmente o mediante la selección adecuada de los cebadores específicos de gen y genéricos, así como la práctica de
PCR simultánea en una reacción denominada de un recipiente.

Los cebadores genéricos de tipo M1 y M2 pueden usarse también, mediante procedimientos de hibridación, para
la detección de productos amplificados por PCR que se producen con cebadores de tipo 1 y tipo 2 y, por ejemplo, se
han inmovilizado sobre matrices de ADN, membranas de nitrocelulosa, PVDF u otras superficies sólidas.

Los segmentos amplificados que provienen de fragmentos de PCR con cebadores que presentan dos dominios
pueden inmovilizarse sobre fases sólidas. Esto sucede mediante reacciones químicas (por ejemplo, mediante la intro-
ducción de una función 5’-amino) o mediante hibridación con otro de los oligonucleótidos inmovilizados sobre la fase
sólida. Los productos amplificados pueden detectarse a este respecto mediante el cebador genérico marcado de tipo
M1/M2. Son preferiblemente identificables los marcajes aplicados a productos amplificados en cada posición de la
fase sólida en que se encuentra una secuencia de oligonucleótido.

En caso de no usar como cebadores genéricos oligómeros de ADN sino oligómeros de PNA de tipo M1 y M22,
pueden identificarse y cuantificarse productos amplificados por PCR que se producen con cebadores de tipo 1 y tipo
2, también en MALDI-TOF.

En el marcaje de cebador oligonucleotídico, se trata preferiblemente de colorantes de fluorescencia con distintos
espectros de emisión (por ejemplo, Cy3, Cy5, FAM, HEX, TET o ROX) o combinaciones de colorantes de fluores-
cencia en el caso de cebadores marcados con colorante de fluorescencia por transferencia de energía. Los marcajes
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pueden ser preferiblemente radionucleidos o preferiblemente marcajes de masas desprendibles que se detectan en un
espectrómetro de masas. Preferiblemente, pueden usarse también para el marcaje moléculas que producen una señal
sólo en otra reacción química. Se prefieren las moléculas usadas para el marcaje en sitios definidos unidos a una fase
sólida para inmovilizar los productos de PCR mediante una PCR en fase sólida, que provienen de una reacción PCR,
y cebadores de dominio.

Los fragmentos de PCR están dispuestos preferiblemente sobre la fase sólida en forma de una cuadrícula rectan-
gular o hexagonal.

Finalmente, se analiza el producto amplificado respecto a su secuencia.

La modificación de ADN descrita se realiza mediante el empleo de pares de cebadores idénticos con una modifi-
cación específica de fragmento igual, es decir, que todos los marcajes son idénticos y proporcionan la misma reacción
específica. Mediante estas simplificaciones, pueden ahorrarse costes considerables, ya que particularmente los colo-
rantes o marcadores de masas originan grandes costes.

El procedimiento se usa preferiblemente para el diagnóstico y/o pronóstico de eventos desventajosos para pacien-
tes o individuos, en el que estos eventos desventajosos pertenecen al menos a una de las siguientes categorías: efectos
indeseados de medicamentos, cánceres, disfunciones, lesiones o enfermedades del SNC, síntomas de agresión o al-
teraciones del comportamiento, consecuencias clínicas, psicológicas y sociales de lesiones cerebrales, alteraciones
psicóticas y alteraciones de la personalidad, demencia y/o síndromes asociados, enfermedad, disfunción y lesión car-
diovascular, disfunción, lesión o enfermedad del tracto gastrointestinal, disfunción, lesión o enfermedad del sistema
respiratorio, lesión, inflamación, infección, inmunidad y/o reconvalecencia, disfunción, lesión o enfermedad del cuer-
po como anormalidad en el proceso de desarrollo, disfunción, lesión o enfermedad de la piel, de músculos, del tejido
conectivo o de huesos, disfunción, lesión o enfermedad endocrina y metabólica, dolores de cabeza o disfunción sexual.

El procedimiento se usa de forma especialmente preferida para la diferenciación de tipos celulares o tejidos o para
el análisis de la diferenciación celular.

Los siguientes ejemplos ilustran la invención:

Ejemplo 1

Diseño y estructura de cebadores específicos de gen y modulares

A partir de los genes OAT (acceso ep30056) y MDR1 (acceso X58723), se han determinado respectivamente las
secuencias presentes después de tratamiento con bisulfito. Basándose en estas secuencias de ADN pretratadas quími-
camente (véase el apéndice), se han preparado los siguientes dominios de cebador específicos de gen y analizado con
software de análisis obtenible comercialmente para excluir los intervalos de secuencia autocomplementarios o inter-
complementarios en las secuencias de cebador (véanse las Tablas 1 y 2). Estas secuencias se han hecho reaccionar con
los cebadores de PCR no modulares OAT-fp, OAT-rp, MDR-fp y MDR-rp y se ha ensayado su función en reacciones
PCR. Las combinaciones de cebadores OAT y MDR1 proporcionaban con su uso en reacciones PCR (véase el ejemplo
2) con ADN con bisulfito, preparado según procedimientos publicados (Olek et al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-
5066) los productos esperados de 479 nt y 633 nt (véase la Tabla 1). Como secuencia para el dominio de cebador
genérico, se seleccionaron gen1-f, correspondiente a la secuencia del cebador de secuenciación universal M13 y gen2-
f (Tabla 2), así como gen-r correspondiente al cebador de secuenciación M13 inverso. Los cebadores no modulares
correspondientes basados en estas secuencias no mostraban en la reacción PCR con ADN con bisulfito a distintas con-
diciones de reacción, con las combinaciones de pares cebadores gen1-fp, genrp, así como gen2-fp y gen-rp, ningún
producto de PCR observable.

Los cebadores modulares para la amplificación de intervalos génicos OAT y MDR1 se deducen de la fusión de
secuencias genéricas con los correspondientes dominios específicos de gen, para obtener los cebadores modulares
OAT-f1mp, OAT-f2mp, OAT-rmp, MDR-f1mp, MDR-f2mp y MDR-rmp (Tabla 3).

TABLA 1

Dominios cebadores específicos de gen y genéricos
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TABLA 2

Secuencias cebadoras no modulares

TABLA 3

Cebadores modulares

Ejemplo 2

Amplificación específica de gen de OAT y MDR1 con cebadores modulares

La amplificación de los intervalos génicos OAT y MDR1 se realizó con Qiagen Hotstart-Polymerase correspon-
dientemente a los datos del fabricante (Qiagen, Hilden) en un volumen de reacción de 20 µl.

Preparación de reacción (general):
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Se llevó a cabo la reacción PCR en Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo) con el siguiente programa.

En la Tabla 4 se resumen las combinaciones de cebadores y temperaturas de asociación usadas para la amplificación
de OAT y MDR1. Los productos amplificados por PCR producidos se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa (1,5% de agarosa en 0,5 x tampón TBE, Manniatis et al.). Para ello, se extrajeron 4 µl de la preparación de
PCR de la electroforesis en gel, el resultado se representa en la fig. 1.

TABLA 4

Combinaciones de cebadores de PCR

Ejemplo 3

Reamplificación de OAT y MDR1 con cebadores genéricos

Se realizó la reamplificación (= amplificación por marcaje) de los intervalos génicos OAT y MDR1 con Qiagen
Hotstart-Polymerase correspondientemente a los datos del fabricante (Qiagen, Hilden) en un volumen de reacción de
20 µl. A este respecto, se diluyeron los productos de PCR de la PCR específica de gen (véase el ejemplo 2, fig. 1)
1:1000 y se separaron o amplificaron conjuntamente en una reacción PCR. Como cebadores, se usaron los pares de
cebadores modificados en el extremo 3’ con el colorante de fluorescencia Cy5, gen1-fp5 y gen-rp5, así como gen2-fp5
y gen-rp5. Los resultados de esta amplificación por marcaje se representan en la fig. 2.

Preparación de reacción (general):
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La reacción PCR se llevó a cabo en Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo) con el siguiente programa:

Los productos amplificados de PCR producidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1,5% de
agarosa en 0,5 x tampón TBE, Manniatis et al.). Para ello, se sometieron 4 µl de preparación de PCR a electroforesis
en gel, el resultado se representa en la fig. 2. En las condiciones dadas, podían amplificarse exitosamente tanto OAT
como MDR1 con ambos pares de cebadores genéricos y, por tanto, modificarse idénticamente al mismo tiempo en una
reacción PCR.

Ejemplo 4

Reamplificación con un cebador de dominios

Se creó a partir de ESR1 la secuencia con bisulfito. Basándose en esta secuencia de ADN (véase a continuación
el producto de PCR ESR1), se prepararon los siguientes dominios de cebador específicos de gen y se analizaron con
software de análisis obtenible comercialmente para excluir los intervalos de secuencia autocomplementarios o in-
tercomplementarios en las secuencias de cebador (véase la Tabla 5). Se hicieron reaccionar estas secuencias en los
cebadores de PCR modulares ER1-B-U-M13a, ER1-B-LM13b, ER1-B-UM13b, ER1-B-L-M13a, así como los ceba-
dores de PCR no modulares ER1-B-U, ER1-B-L, y se ensayó su función en reacciones PCR. Los cebadores modulares
para la amplificación de intervalos génicos de ESR1 se deducen de la fusión de las secuencias genéricas M13a y M13b
con los dominios específicos de gen ER1-B-U y ER1-B-L (Tabla 5). Las combinaciones de cebadores ER1-B-L-
M13b/ER1-B-L-M13a, ER1-B-U-M13a/ER1-B-L-M13a, ER1-BL-M13b/ER1-B-U-M13b y ER1-B-U/ER1-B-L pro-
porcionaban con su uso en reacciones PCR (véase la Fig. 3, carriles 1-4) con ADN tratado con bisulfito los productos
esperados de 699 nt (cebador modular) y 665 nt (cebador no modular). Por el contrario, no se han obtenido productos
de PCR cuando se ha utilizado ADN no tratado químicamente en la reacción PCR (véase la Fig. 3, carriles 5-8). La
preparación de reacción PCR tenía la siguiente composición:

y se llevó a cabo mediante el siguiente programa de “ciclación”: 15 min a 96ºC; 60 s a 96ºC (x 40); 45 s a 55ºC (x
40); 75 s a 72ºC (x 40); 10 min a 72ºC.
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TABLA 5

Cebadores específicos de gen, modulares y genéricos para la amplificación de ESR1

Los productos de PCR producidos con las combinaciones de cebadores ER1-B-L-M13b/ER1-B-L-M13a, ER1-
B-U-M13a/ER1-B-L-M13a, ER1-B-LM13b/ER1-B-UM13b y ER1-B-U/ER1-B-L (véase la Fig. 3) se reamplificaron
con Qiagen Hotstart-Polymerase correspondientemente a los datos del fabricante (Qiagen, Hilden) en un volumen de
reacción de 25 µl con el cebador M13a o M13b o una mezcla de estos cebadores. A este respecto, se diluyeron los
productos de PCR de la reacción de PCR (véase la Fig. 3) 1:1000 y a continuación se amplificaron en reacciones PCR.

Preparación de reacción (general):

Con el uso de un cebador

Con el uso de un par de cebadores

Se llevó a cabo la reacción PCR en Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo) con el siguiente programa: 15
min a 96ºC; 60 s a 96ºC (x 40); 45 s a 55ºC (x 40); 75 s a 72ºC (x 40); 10 min a 72ºC.

Las reamplificaciones proporcionaron los resultados esperados (véase la Fig. 4). Con la mezcla de cebadores
genéricos M13a/M13b, podían reamplificarse las combinaciones de cebadores ER1-B-L-M13b/ ER1-B-L-M13a, ER1-
B-UM13a/ER1-B-L-M13a y ER1-B-L-M13b/ ER1-B-U-M13b. Las reamplificaciones de los productos de PCR de las
combinaciones de cebadores ER1-B-U-M13a/ER1-B-L-M13a podían llevarse a cabo también con el cebador M13a,
las de las combinaciones de cebadores ER1-B-L-M13b/ER1-B-U-M13b con el cebador M13b. El producto de PCR,
obtenido con las combinaciones de cebadores no modulares ER1-B-U/ER1-B-L, no podía reamplificarse según lo
esperado con ningún cebador genérico ni combinación de cebadores M13a/M13b (véase la Fig. 4: Análisis de los
productos de PCR ESR1 en un gel de agarosa al 1,5% (Manniatis et al.)).
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Figura 3: Se analizaron respectivamente 4 µl de reacciones PCR de las combinaciones de cebadores ER1-B-L-
M13b/ER1-B-L-M13a (carriles 1,5), ER1-B-UM13a/ER1-B-L-M13a (carriles 2,6), ER1-B-L-M13b/ER1-B-U-M13b
(carriles 3,7) y ER1-B-U/ER1-B-L (carriles 4,8) en ADN tratado con bisulfito (carriles 1-4) y ADN genómico no
tratado (carriles 5-8). El carril M es un fragmento de ADN patrón de tamaño.

Producto PCR ESR1

Figura 4: Análisis de la reamplificación de productos PCR ESR1 (véase la Fig. 4) en un gel de agarosa al 1,5%
(Manniatis et al.). Se analizó la reamplificación de los productos de PCR de las combinaciones de cebadores ER1-B-
U/ER1-B-L (carriles 2, 7, 12), ER1-B-L-M13b/ER1-B-L-M13a (carriles 3, 8, 13), ER1-B-U-M13a/ER1-B-L-M13a
(carriles 4, 8, 14) y ER1-B-L-M13b/ ER1-B-U-M13b (carriles 5, 10, 15) con cebadores y combinaciones de cebadores
genéricos. Se representan respectivamente 4 µl de las reacciones PCR con las combinaciones de cebadores genéricos
M13a/M13b (carriles 1-5), cebador genérico M13a (carriles 6-10) y cebador genérico M13b (carriles 11-15). El carril
M es un fragmento de ADN patrón de tamaño.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Amplificación específica de gen de OAT y MDR1.

M, marcador de tamaño,

A, amplificación de OAT (cebador: OAT-f1mp y OAT-rmp),

B, amplificación de OAT (cebador: OAT-f2mp y OAT-rmp),

C, amplificación de MDR1 (cebador: MDR-f1mp y MDR-rmp) y

D, amplificación de MDR1 (cebador: MDR-f2mp y MDR-rmp)

Figura 2: Reamplificación de fragmentos de OAT/Mdr1 del ejemplo 2 con cebadores genéricos.

M, marcador de tamaño,

A, MDR1 con cebadores gen1-fp5 y gen-rp;

B, OAT con cebadores gen1-fp5 y gen-rp;

C, MDR1 y OAT con cebadores gen1-fp5 y gen-rp;

D, MDR1 y OAT con cebadores gen2-fp5 y gen-rp.
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Figura 3: Se analizaron respectivamente 4 µl de reacciones PCR de las combinaciones de cebadores ER1-B-L-
M13b/ER1-B-L-M13a (carriles 1,5), ER1-B-UM13a/ER1-B-L-M13a (carriles 2,6), ER1-B-L-M13b/ER1-B-U-M13b
(carriles 3,7) y ER1-B-U/ER1-B-L (carriles 4,8) con ADN tratado con bisulfito (carriles 1-4) y ADN genómico no
tratado (carriles 5-8).

El carril M es un fragmento de ADN patrón de tamaño.

Figura 4: Análisis de la reamplificación de productos PCR ESR1 (véase la Fig. 4) en un gel de agarosa al 1,5%
(Manniatis et al.).

Apéndice

Secuencias de OAT y MDR1 después de tratamiento con bisulfito

Mdr1:
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OAT:
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la amplificación de ácidos nucleicos, caracterizado porque se realizan las siguientes etapas:

a) se hace reaccionar químicamente una muestra de ácido nucleico con un reactivo, con lo que la 5-metilcitosina
permanece intacta y la citosina se transforma en uracilo o en otra base similar al uracilo en el comportamiento de
apareamiento de bases;

b) hibridan los segmentos a amplificar con al menos dos oligonucleótidos cebadores que presentan dos dominios,
de los cuales el dominio específico de secuencia que se encuentra en el extremo 3’ hibrida con el segmento a amplificar,
mientras que el dominio genérico que se encuentra en el extremo 5’ no hibrida;

c) se lleva a cabo una primera reacción de amplificación mediante una polimerasa,

d) hibrida con el producto amplificado un oligonucleótido cebador marcado, que hibrida con el dominio genérico
del primer cebador y

e) se analiza el producto amplificado respecto a su secuencia, caracterizado además porque el dominio genérico
del cebador contiene las nucleobases A, C, G y T, mientras que los dominios específicos de secuencia contienen sólo
las bases A, T y C o sólo las bases A, T y G.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado porque después de la etapa d de la reivindicación 1 se
realiza adicionalmente una segunda amplificación con una reacción de la polimerasa.

3. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque en el reactivo se trata de un
bisulfito (= hidrogenosulfito, disulfito).

4. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el tratamiento químico se
realiza después de embeber el ADN en agarosa.

5. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque en el tratamiento químico
se añade un reactivo desnaturalizador de ADN dúplex y/o un captador de radicales.

6. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque en los marcajes de ceba-
dores oligonucleotídicos se trata de colorantes de fluorescencia con distintos espectros de emisión (por ejemplo, Cy3,
Cy5, FAM, HEX, TET o ROX) o de combinaciones de colorantes de fluorescencia en el caso de cebadores marcados
con colorante de fluorescencia por transferencia de energía.

7. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque los marcajes son radionu-
cleidos.

8. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque los marcajes son marcajes
de masas desprendibles que se detectan en un espectrómetro de masas.

9. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque para el marcaje se usan
moléculas que producen una señal sólo en una reacción química adicional.

10. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque para el marcaje se usan
moléculas que se inmovilizan en sitios definidos en una fase sólida.

11. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque los fragmentos de PCR
están dispuestos sobre una fase sólida en forma de una cuadrícula rectangular o hexagonal.

12. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque los marcajes aplicados a
productos amplificados son identificables en cualquier posición de la fase sólida en la que se encuentre una secuencia
oligonucleotídica.

13. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la amplificación usa una
ADN polimerasa termorresistente.

14. Procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes, en el que el ácido nucleico se ha obtenido a
partir de una muestra de ADN genómico, en el que las fuentes de ADN comprenden, por ejemplo, líneas celulares,
sangre, esputo, heces, orina, fluido cerebroespinal, tejidos embebidos en parafina, por ejemplo, tejidos de ojos, in-
testino, riñones, cerebro, corazón, próstata, pulmones, mama o hígado, portaobjetos histológicos y todas las posibles
combinaciones de los mismos.
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15. Uso de un procedimiento según una de las reivindicaciones precedentes para el diagnóstico y/o pronóstico de
eventos desventajosos para pacientes o individuos, en el que estos eventos desventajosos pertenecen al menos a una
de las siguientes categorías: efectos indeseados de medicamentos, cánceres, disfunciones, lesiones o enfermedades
del SNC, síntomas de agresión o alteraciones de comportamiento, consecuencias clínicas, psicológicas y sociales de
lesiones cerebrales, alteraciones psicóticas y alteraciones de la personalidad, demencia y/o síndromes asociados, en-
fermedad, disfunción y lesión cardiovascular, disfunción, lesión o enfermedad del tracto gastrointestinal, disfunción,
lesión o enfermedad del sistema respiratorio, lesión, inflamación, infección, inmunidad y/o reconvalecencia, disfun-
ción, lesión o enfermedad del cuerpo como anomalía en el proceso de desarrollo, disfunción, lesión o enfermedad de
la piel, de músculos, del tejido conectivo o de huesos, disfunción, lesión o enfermedad endocrina y metabólica, dolores
de cabeza o disfunción sexual.

16. Uso de un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 15 para la diferenciación de tipos celulares o
tejidos o para el análisis de la diferenciación celular.

15



ES 2 319 963 T3

16



ES 2 319 963 T3

17



ES 2 319 963 T3

18



ES 2 319 963 T3

19


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

