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@ Resumen:

Conjunto de cebadores, sondas, procedimiento y kit para
el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen
LIPC.

La presente invencion se refiere a un conjunto de ceba-
dores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de po-
limorfismos genéticos, y mas concretamente para el ge-
notipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC
mediante la amplificacién mediante PCR de una mues-
tra de ADN usando el conjunto de cebadores reivindica-
do, y la deteccién mediante fluorescencia y genotipado
del polimorfismo genético usando el conjunto de sondas
reivindicado. Las principales ventajas de la presente in-
vencién son: gran rapidez que permite el genotipado a
gran escala ya que la reaccién de PCR y la deteccion de
la sefial fluorescente son simultaneas, asignacion de ge-
notipos automatizada y obtenible de forma inmediata al
finalizar la reaccién, gran sensibilidad que permite geno-
tipar muestras empleando concentraciones muy bajas de
ADN, y menor riesgo de contaminacion al tratarse de un
ensayo homogéneo.
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DESCRIPCION

Conjunto de cebadores, sondas, procedimiento y kit para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del
gen LIPC.

Sector técnico

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de poli-
morfismos genéticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC.

Técnica anterior

Los polimorfismos genéticos de un solo nucleétido (en inglés “single nucleotide polimorphisms” o “SNPs”) son
la forma mas frecuente de variacién que se puede encontrar en el genoma humano. El estudio de la variabilidad
genética tiene repercusion biosanitaria puesto que el papel que se atribuye a los SNPs es, junto con distintos factores
ambientales, de moduladores de la susceptibilidad individual a padecer la mayoria de las enfermedades comunes
(hipertensidn, diabetes, obesidad, arteriosclerosis...). De este modo, el desarrollo de las técnicas de genotipado es un
tema en auge actualmente y es el campo en el que se encuadra la invencion.

La implicacién del gen LIPC (lipasa hepatica) en el desarrollo de arteriosclerosis asi como la del polimorfismo
comun -250G/A localizado en la regién promotora (en desequilibrio de ligamiento con -514C/T, -710T/C'y -763A/G)
estd ampliamente descrita en la literatura. Dada la gran variedad de procesos en los que el enzima lipasa hepdtica
estd involucrada es posible encontrar estudios que la consideran tanto pro-aterogénica como lo contrario. Asi, se ha
descrito que la presencia de los alelos menos frecuentes de los polimorfismos citados se asocian con el desarrollo
de cardiopatia isquémica a pesar de estar demostrado que estas variantes se asocian a una reduccién de la actividad
del enzima que se traduce en un ligero aumento de las concentraciones del colesterol de HDL. Por otra parte Eller y
colaboradores han demostrado en 400 sujetos con EAP estudiados en una unidad de angiologia y comparados con 400
sujetos sin EAP que la frecuencia del alelo -250A del gen LIPC fue mucho mayor en casos que en controles. Ademads,
nuestro grupo ha mostrado recientemente una asociacién similar en sujetos con diabetes tipo 2.

El método descrito inicialmente para el genotipado de este polimorfismo, -250G/A, estd basado en el sistema de
PCR-RFLP, o genotipado por PCR y restriccion, que es el que se utiliza de forma mas comun para el andlisis individual
de la mayorfa de los SNPs conocidos. En este sistema se amplifican mediante la reaccién en cadena de la polimerasa los
fragmentos polimérficos del gen o genes en estudio, el fragmento amplificado se digiere, con un enzima de restriccién
concreto pues el polimorfismo suele causar la apariciéon o eliminacién de un sitio de restriccion y el perfil de bandas
especifico de cada genotipo se visualiza empleando geles de agarosa o acrilamida.

Las principales ventajas de la presente invencion en relacién al método convencional (PCR-RFLP) son: a. una
mayor rapidez que permite el genotipado a mayor escala (mayor nimero de muestras) ya que la reaccién de PCR
y la deteccién de la sefial fluorescente son simultdneas, la asignacién de genotipos estd automatizada y se obtiene
inmediatamente al finalizar la reaccién, b. mayor sensibilidad, debido al empleo de una sefial fluorescente, por lo
que se pueden genotipar muestras empleando concentraciones muy bajas de ADN genémico, c. menor riesgo de
contaminacidn, al tratarse de un ensayo homogéneo, es decir el procedimiento se realiza en una sola etapa.

Otro método descrito en la literatura (Zacharova et al., 2005) para el genotipado del polimorfismo que se incluye
en la invencién es el empleo de un ensayo de genotipado basado en el mismo principio pero dependiente del uso de
los kits y aparatos de la empresa que ha desarrollado el método (Applied Biosystems). Las secuencias de cebadores y
sondas que se emplean en este sistema, asi como el mareaje por fluorescencia de estas tltimas, difieren completamente
de las comprendidas en la presente invencion, cuya principal ventaja en relacién a este método es que el kit propuesto
puede emplearse en cualquier maquina de PCR: en tiempo real que detecte al menos dos colores (longitudes de onda)
de fluorescencia.

También es posible genotipar los polimorfismos de interés mediante secuenciacién directa, sin embargo este sis-
tema no se utiliza rutinariamente para el genotipado de un gran nimero de muestras sino para la deteccién de nuevos
polimorfismos en los genes de interés.

El solicitante de la presente patente no tiene conocimiento de ninguna publicacién que haga referencia a soluciones
alternativas comparables a las que proporciona la invencidn para este polimorfismo.

Divulgacién de la invencion
Definiciones

Polimorfismo -250G/A: A lo largo de la descripcidn este término hace referencia a la variante nucleotidica del gen
LIPC definida por la aparicién de un cambio G por A en la posicién -250 de la regién promotora (exén 1).

Ensayo: A lo largo de la descripcion este término hace referencia al conjunto de procedimientos que permiten
llevar a cabo el genotipado del polimorfismo.
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Sondas lineales fluorogénicas: A lo largo de la descripcion este término hace referencia a las secuencias nucleoti-
dicas, complementarias de la regién polimoérfica de la variante, que llevan acoplado un fluorocromo en el extremo 5’
y una molécula extintora en el extremo 3’ de dicha secuencia.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un conjunto de cebadores, sonda, procedimiento y kit para genotipado de poli-
morfismos genéticos, y mas concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC.

El procedimiento, representado esquematicamente en la figura 1, consiste en una tnica reaccién de PCR en la que
se aprovecha la actividad 5’ exonucleasa del enzima Taq polimerasa. En la reacciéon de PCR estdn presentes cuatro
oligonucleétidos: dos cebadores especificos que flaquean el polimorfismo de interés y dos sondas lineales fluorogéni-
cas, especificas de cada alelo. Estas sondas estdn marcadas en el extremo 5’ con un fluorocromo de referencia, distinto
para cada sonda, y una molécula extintora en el 3’. Cuando las sondas estdn intactas, la sefial emitida por la excitacién
del fluorocromo de referencia es captada por la molécula extintora, debido a la proximidad fisica entre ambas, y por
tanto no se detecta (figura 1a). La sefial fluorescente, diferente para cada alelo, si se detecta cuando la sonda hibrida
con el alelo totalmente complementario y se libera el fluorocromo de referencia, por la actividad 5°’— 3’ exonucleasa
de la polimerasa, durante los ciclos de la reacciéon de PCR (figura 1by 1c¢).

De este modo, constituye un primer objeto de la presente invencion un conjunto de cebadores para el genotipado de
polimorfismos genéticos, y mas concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC,
en el cual al menos dos de los cebadores de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias
mostradas en las SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2. Preferentemente, dicho conjunto estd formado por un primer cebador
cuya secuencia comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO 1 y por un segundo cebador cuya
secuencia comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 2, Més preferentemente, la secuencia
de nucledtidos del primer cebador es idéntica a la SEQ ID NO 1 y la secuencia de nucleétidos del segundo cebador es
idéntica a la SEQ ID NO 2.

Constituye un segundo objeto de la presente invencién un conjunto de sondas para el genotipado de polimorfismos
genéticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC, en el cual al
menos dos de las sondas de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias mostradas en las
SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4. Preferentemente, dicho conjunto estd formado por una primera sonda, especifica del
alelo mas frecuente (-250G), cuya secuencia comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO 3,
y por una segunda sonda, especifica del alelo menos frecuente (-250A), cuya secuencia comprende la secuencia de
nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 4. Més preferentemente, la secuencia de nucleétidos de la primera sonda es
idéntica a la SEQ ID NO 3, y la secuencia de nucleétidos de la segunda sonda es idéntica a la SEQ ID NO 4. Dicha
primera sonda, especifica del alelo mds frecuente, se marca por fluorescencia en el extremo 5’ con 6-carboxifluores-
ceina (Fam) y en el extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra); y dicha segunda sonda, especifica para el alelo
menos frecuente, se marca por fluorescencia en el extremo 5’ con hexaclorofluoresceina (Hex) y en el extremo 3’ con
carboxitetrametilrodamina (Tamra).

Constituye un tercer objeto de la presente invencién un procedimiento para el genotipado de polimorfismos gené-
ticos, y mds concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC, que comprende la
amplificaciéon mediante PCR de una muestra de ADN usando el conjunto de cebadores anteriormente referido, y la
deteccién mediante fluorescencia y genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC usando el conjunto
de sondas anteriormente referido.

Constituye un cuarto objeto de la presente invencién un kit para genotipado de polimorfismos genéticos, y mas
concretamente para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC, que comprende al menos un
conjunto de cebadores y un conjunto de sondas tal y como los anteriormente referidos.

Preferentemente, el kit comprende:
a. dos cebadores con secuencias de nucledtidos idénticas a las SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2,y

b. dos sondas con secuencias de nucledtidos idénticas a las SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4, para la deteccion del
alelo mas frecuente y del alelo menos frecuente, respectivamente; y marcadas por fluorescencia en el extremo
5’con 6-carboxifluoresceina (Fam) y con hexaclorofluoresceina (Hex), respectivamente, y en el extremo 3’ con
carboxitetrametilrodamina (Tamra).

Descripcion de las figuras

Figura 1. Representacién grafica del principio tedrico que soporta la presente la invencién. Las sondas en solucion,
es decir, sin hibridar con su alelo especifico, no se detectan, pues la fluorescencia que emite el fluorocromo al ser exci-
tado es captada por el extintor (a). Cuando una de las sondas, especifica de uno de los alelos, hibrida con la secuencia
del ADN molde complementaria, la actividad exonucleasa 5’—3’del enzima Taq polimerasa libera el fluoréforo, que
emite una sefial fluorescente detectable (b y c).
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Figura 2. Visualizacién en geles de agarosa al 3% de la reaccién de amplificacidn del fragmento polimérfico de la
variante -250G/A del gen LIPC. Las temperaturas del gradiente aplicado se indican en la parte de superior de la figura
para cada calle del gel. Los tamaifios de las bandas correspondientes al marcador de peso molecular (PM) y el tamafio
de fragmento esperado, en pares de bases, se indican a la izquierda y a la derecha, respectivamente.

Figura 3A. Curvas de amplificacién generadas por la emision de fluorescencia de cada una de las sondas disefiadas
(corresponde a la lectura de fluorescencia Fam) en un ensayo realizado a 58°C. Las curvas numeradas como (1)
corresponden a la mezcla que sélo contiene la sonda Fam -250G, las numeradas como (2) corresponden a la mezcla
solo con Hex -250A, las curvas numeradas como (3) a las muestras ensayadas con la mezcla con las dos sondas. Junto
a cada curva se indica el genotipo de la muestra empleada.

Figura 3B. Curvas de amplificacién generadas por la emisién de fluorescencia de cada una de las sondas disefia-
das (corresponde a la lectura de fluorescencia Hex) en un ensayo realizado a 58°C. Las curvas numeradas como (1)
corresponden a la mezcla que sélo contiene la sonda Fam -250G, las numeradas como (2) corresponden a la mezcla
s6lo con Hex -250A, las curvas numeradas como (3) a las muestras ensayadas con la mezcla con las dos sondas. Junto
a cada curva se indica el genotipo de la muestra empleada.

Figura 3C. Grifica de discriminacion alélica y la asignacién de los genotipos realizada por la aplicacién informatica
de la maquina de PCR para los umbrales de fluorescencia seleccionados. Se representan los datos de fluorescencia
obtenidos en el ciclo 38 para dos réplicas de las muestras de ADN de genotipo conocido ensayadas con la mezcla que
contenia las dos sondas. Las unidades relativas de fluorescencia correspondientes a la sonda Fam aparecen en el eje
Xy las de las sondas Hex en el eje Y. La linea vertical representa el valor umbral de fluorescencia de la sonda Fam a
partir del cual se considera la presencia del alelo especifico, es decir, el mds frecuente (“Allele 17). La linea horizontal
es el umbral de fluorescencia de la sonda Hex y, por tanto, los valores de fluorescencia que superen dicho umbral
indican la presencia del alelo menos frecuente (“Allele 2”). Los simbolos empleados por la aplicacién informatica
se observan en la parte superior del panel. En la grafica mostrada, el circulo corresponde a Homo S o “Allele 17, el
tridngulo corresponde a Het o “heterozygote”, el cuadrado corresponde al Homo M o “Allele 2” y rombo corresponde
al blanco o “none”.

Figura 3D. Tabla con la asignacién automadtica de genotipos realizada por la aplicacién informética de la maqui-
na de PCR para los umbrales de fluorescencia seleccionados. “ID 17 e “ID 2” indican el genotipo conocido de las
muestras. “Call” indica el genotipo asignado por la aplicacién informética.

Figura 4A. Gréfica de discriminacién alélica para las muestras del gradiente de temperatura realizado con un
ensayo -250G/A. Se representan los datos de fluorescencia obtenidos en el ciclo 38. Las muestras de genotipo conocido
(Hornos S, Het y Hornos M) se representan unidas por lineas para cada temperatura del gradiente, indicadas al lado
de dichas lineas. La asignacién automatica de genotipos, considerando los umbrales de fluorescencia seleccionados,
se identifica mediante los simbolos empleados por la aplicacién informatica de la maquina de PCR. En la grafica
mostrada, el circulo corresponde a Homo S o “Allele 17, el tridngulo corresponde a Het o “heterozygote”, el cuadrado
corresponde al Homo M o “Allele 2” y rombo corresponde al blanco o “none”.

Figura 4B. Tabla con la asignacién automadtica de genotipos realizada por la aplicacién informadtica de la maquina
de PCR para los umbrales de fluorescencia seleccionados. “ID 1 e “ID 2” indican el genotipo conocido de las mues-
tras. “Call” indica el genotipo asignado por la aplicacién informatica. Las muestras nombradas como B, C, D, Ey F
corresponden a las temperaturas del gradiente 61,5, 60, 58, 56 y 54°C, respectivamente.

Figura 5A. Gréfica de discriminacién alélica para un ensayo -250G/A realizado para un conjunto de 87 muestras
de ADN extraido a partir de sangre entera de personas no emparentadas. Se incluyen réplicas de muestras de ADN de
genotipo conocido: 2 Homo S, 2 Het y 2 Homo M, y 2 blancos sin ADN. Se representan los datos de fluorescencia
correspondientes al ciclo 35.

Figura 5B. Vista parcial de la ventana de asignacion automatica de genotipos que realiza la aplicacién informética
de la maquina de PCR.

Maneras de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos sin cardcter limitativo y cuyo objeto es facilitar
su mejor comprension.

Disefio de cebadores y sondas

Para la obtencioén de las secuencias oligonucleotidicas comprendidas en la presente invencion se realizaron los
oportunos estudios bioinformaticos para el anélisis de pardmetros claves, relacionados a continuacion:

e Se deben seleccionar secuencias que impidan la formacién de horquillas estables, dimeros o heterodimeros.

e Los cebadores deben disefiarse para amplificar un fragmento pequefio, entre 60 y 150 pb, y asi propiciar que la
reaccion de PCR sea eficaz.
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e La temperatura de fusioén de los cebadores no debe ser muy alta, recomenddndose un rango entre 54 y 60°C. En
el caso de las sondas, debe ser varios grados superior para favorecer que hibriden con su secuencia totalmente
homologa antes que los cebadores, ya que el proceso de amplificacién es tan rapido que de no ser asi no se
detectarfan dichas secuencias.

e La diferencia de temperatura de fusién entre las dos sondas especificas de cada alelo no debe superar los dos
grados.

e Deben evitarse las repeticiones de mas de cuatro nucleétidos, especialmente Gs y Cs. Esto favorece la formacién
de estructuras secundarias y el aumento de las temperaturas de fusién en oligonucleétidos cortos.

e La proporcién de Gs y Cs de las sondas no debe superar el 80%.

e Las sondas no pueden tener ninguna G en el extremo 5’ ya que esta base dificulta la emisién de fluorescencia.
Por el mismo motivo es preferible que las sondas tengan la secuencia de la hebra del ADN molde que contenga
la menor proporcién de Gs.

e Debe priorizarse la proximidad entre el cebador y la sonda.

e Las sondas no pueden ser muy largas, lo que aumentaria la estabilidad de la hibridacién con los alelos no
especificos y habria mds distancia entre el fluor6foro de referencia y la molécula extintora. Se recomienda un

maximo de 33 nucleétidos y el nucleétido polimdrfico debe situarse lo més centrado posible.

Las secuencias nucleotidicas especificas comprendidas en la presente invencién y objeto de una realizacién prefe-
rida (SEQ ID NO 1 - 4) aparecen en la tabla 1.

Optimizacion de los ensayos. Desarrollo de un kit de genotipado
Durante el proceso de optimizacién se comprobd, como se describe a continuacion, la especificidad de las secuen-
cias de cebadores y sondas, se selecciond la temperatura mis adecuada de la etapa de hibridacién/extensién de la

reaccion de PCR que tiene lugar en los ensayos, y también la proporcién de los cebadores y de las sondas especificas
de cada alelo presentes en la mezcla de reaccion.

TABLA 1

Secuencias nucleotidicas objeto de la invencion

%
Polimorfismo Secuencia (5°—3°) bases ’ Tf *
G/C
-250G/A
Cebador directo
(SEQ ID NO1) CGACCTTTGGCAGAATTTC 19 47.4 53.5
Cebador reverso
(SEQID NO 2) CCAAGGTCAGAGTTCCAAAT 20 45.0 553
Sonda especifica del
) Fam-
alelo mas frecuente  ACAGTAGCTTTAAGTTGATTAATTTGG 27 296 57.4
(SEQID NO 3) -Tamra
Sonda especifica del
Hex-
alelo menos frecuente  ACAGTAGCTTTAAATTGATTAATTTGG 28 250 563
(SEQID NO 4) A-Tamra

* Temperaturas de fusion tedricas (°C) indicadas por el fabricante
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Amplificacion del fragmento polimdrfico. Especificidad de los cebadores

El primer conjunto de andlisis llevado a cabo para la optimizacion de los ensayos consisti6 en la realizacién de una
serie de reacciones de PCR, empleando los cebadores directo y reverso y las condiciones de reaccion necesarias, con
objeto de verificar la obtencién de un tnico producto de amplificacién asi como el rango de temperaturas en el que es
posible obtenerlo.

Las reacciones se realizaron en placas multipocillo, en un volumen de 15 uL con 50 ng de ADN genémico, ademas
de controles sin ADN, utilizando, diluida a la mitad, la mezcla de reaccion iQ™ SYBR Green Supermix (SYBR Green
I 'y fluoresceina 20 nM, KCI1 100 mM, Tris-HC1 40 mM, pH 8.4, dATP, dCTP, dGTP y dTTP todos 0.4 mM, 50 U/mL
de iTaq ADN polimerasa, MgCl, 6 mM, y estabilizadores) y los cebadores directo y reverso en una concentracién
300 nM.

El protocolo térmico consistié en un paso inicial de desnaturalizacién del ADN y activacién del enzima iTaq
ADN polimerasa de 5 minutos a 95°C. A continuacion, transcurrieron 42 ciclos con dos pasos, uno de desnaturali-
zacién de 30 segundos a 95°C y otro de 45 segundos de hibridacién y extensién en el que se aplicé un gradiente de
temperatura.

Los tamafios e intensidad de los fragmentos obtenidos para cada temperatura se visualizaron haciendo migrar una
alicuota de la reaccién de amplificacién en geles de agarosa (figura 2). Los resultados muestran que la amplifica-
cion tiene lugar para todas las temperaturas del gradiente ensayadas y obteniéndose un tnico fragmento del tamafio
esperado.

Deteccion de la serial fluorescente. Especificidad de las sondas

Una vez comprobada la especificidad y eficacia de las parejas de cebadores se realizé un primer ensayo con las
sondas fluorogénicas disefiadas para comprobar si era posible detectar la sefial fluorescente emitida durante la reaccién
de PCR.

El primer ensayo con las sondas lineales fluorogénicas se realizé con la misma mezcla de reaccién anterior pero
sin SYBR green ni fluoresceina, aplicando un protocolo térmico consistente en un paso de 5 minutos a 95°C y 42
ciclos de dos pasos: 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C y 45 segundos de hibridacién/extension a la temperatura
menos restrictiva del gradiente del experimento anterior, concretamente a 58°C.

Se utilizaron como controles muestras de ADN de sujetos con el genotipo previamente determinado mediante
amplificacion por PCR vy restricciéon: homocigotos para los alelos mas frecuentes (Homo S), heterocigotos (Het) y
homocigotos para los alelos menos frecuentes o mutantes (Homo M).

Se prepararon tres mezclas de reaccion diferentes: una con cada sonda, Fam -250G (100 nM) o Hex -250A
(200 nM) por separado, y otra con las dos juntas: Fam -250G a 100 nM y Hex -250A a 200 nM, en los tres casos
con 300 nM de los cebadores directo y reverso. Cada mezcla se ensayé con 50 ng del ADN de cada genotipo por
duplicado y con blancos sin ADN.

Los datos de fluorescencia generados por la eliminacién del fluoréforo del extremo 5° de las sondas fueron reco-
gidos durante la etapa de hibridacién/extension. El andlisis de estos datos se llevd a cabo estudiando las curvas de
amplificacion (figuras 3A y 3B) y, en el caso de la mezcla que contenia las dos sondas, también mediante la modalidad
de discriminacion alélica de la mdquina de PCR (figuras 3C y 3D).

Se comprobd que ambas sondas generan una sefial fluorescente que permite monitorizar la reaccién de PCR, tanto
cuando se utilizan individualmente [figuras 3A (1) y 3B (2)] como cuando se utilizan las dos a la vez [figuras 3A (3)
y 3B (3)].

Optimizacion de los protocolos térmicos. Temperatura optima de la etapa de hibridacion/extension

Para optimizar la temperatura de la etapa de hibridacién/extensién de los ensayos se realizaron experimentos
en gradiente con la mezcla de reaccién que contiene las parejas de cebadores y sondas especificas de cada poli-
morfismo.

Las reacciones de PCR se realizaron empleando 50 ng de muestras de ADN de sujetos con genotipo conocido, por
duplicado, y aplicando un protocolo térmico consistente en un paso de 5 minutos a 95°C y 42 ciclos de dos pasos: 30
segundos de desnaturalizacién a 95°C y 45 segundos de hibridacién/extension en gradiente entre 54 y 61,5°C.

Se realizo el andlisis de los datos mediante la modalidad de discriminacién alélica de la aplicacién informatica que
controla la maquina de PCR para valorar el comportamiento de las sondas Fam y Hex simultdneamente.

Como se muestra en las figuras 4A y 4B se comprueba que la asignacion de genotipos es correcta para las mues-
tras ensayadas a 58 y 60°C. Del grupo de temperaturas que permiten la asignacién correcta de genotipos para cada
polimorfismo se seleccionan como temperaturas de ensayo aquellas en las se produce la maxima sefial fluorescente en
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ausencia de fluorescencia inespecifica (ruido de fondo) y se mantiene la mejor proporcionalidad en la fluorescencia
emitida por cada sonda para los tres genotipos posibles. De esta forma, se establece en 58°C la temperatura de ensayo
preferida para el polimorfismo -250G/A.

Optimizacion de otras variables

Se realizaron diversos ensayos empleando distintas concentraciones de sonda Hex (100, 200 y 300 mM) asi como
diferentes concentraciones de cebadores (200, 300 y 500 nM) y la separacién en dos pasos de la etapa de hibridacién y
extension (hibridacion a 58°C 30 segundos mds extension a 72°C 30 segundos). En todos los casos fue posible asignar
los genotipos de forma correcta. Se decidié escoger la concentracién intermedia de sonda Hex (200 nM) pues puede
garantizar mejor que la de 100 nM la discriminacién de genotipos en muestras de baja concentracion de ADN e implica
un coste menor del ensayo que la de 300 nM. Finalmente no se incluy6 una etapa de extension que alargaria el tiempo
de ensayo.

Se realizaron también diversos ensayos empleando distintas cantidades de ADN molde (5, 10, 25 y 50 ng de
cada genotipo por duplicado). El andlisis de los datos, por grupo de muestras correspondientes a cada cantidad de

ADN, mediante la modalidad de discriminacién alélica, demostr6 que es posible distinguir de forma especifica los tres
genotipos para todas las cantidades de ADN ensayadas.

Aplicacion en muestras amplias de genotipo desconocido

En un ejemplo de aplicacién del procedimiento sobre un conjunto de muestras amplio, (88 muestras) se distribu-
yeron alicuotas de 2.5 uL. del ADN genémico, con un rango de concentracion en ng/uL de 34,94 + 12,30, en placas
multipocillo. En cada placa, ademads de las muestras a genotipar, se incluyeron 50 ng de los correspondientes controles
de ADN con genotipo conocido (Homo S, Het y Homo M), y un blanco sin ADN. Las condiciones de ensayo fueron
las siguientes:

Mezcla de reaccion (15 pLL de volumen final):

e ADN molde (muestras homogéneas entre 5 y 50 ng)

e KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8.4; dATP, dCTP, dGTP y dTTP, todos 0.2 mM; 0.375 U de iTaq ADN
polimerasa, MgCl, 3 mM

e (Cebadores directo y reverso (SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2, respectivamente; tabla 1) 300 nM
e Sonda Fam (SEQ ID NO 3, tabla 1) 100 nM

e Sonda Hex (SEQ ID NO 4, tabla 1) 200 nM

Protocolo térmico:

e 1 ciclo de desnaturalizacion y activacion de la polimerasa de 5 minutos

e 42 ciclos con dos pasos: 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C y 45 segundos de hibridacién/extension a
58°C.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5A y 5B. En el ejemplo descrito se obtuvieron 47 muestras
-250GG (homocigotos para el alelo més frecuente), 36 muestras -250GA (heterocigotas), y 4 muestras -250AA (ho-
mocigota para el alelo menos frecuente). Para todas las muestras de la placa se verificé el genotipado mediante el
método convencional de PCR y restriccidn, siendo la concordancia entre los dos métodos del 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC caracterizado
porque al menos dos de los cebadores de dicho conjunto presentan secuencias que comprenden a las secuencias
mostradas en las SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2.

2. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segun la reivindi-
cacion anterior caracterizado porque dicho conjunto estd formado por un primer cebador cuya secuencia comprende
la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 1 y por un segundo cebador cuya secuencia comprende la
secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID NO 2.

3. Conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin la reivindi-
cacién anterior caracterizado porque la secuencia de nucleétidos del primer cebador es idéntica ala SEQID NO 1y
la secuencia de nucle6tidos del segundo cebador es idéntica a la SEQ ID NO 2.

4. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC caracterizado porque
al menos dos de las sondas de dicho conjunto, una de ellas especifica del alelo mas frecuente (-250G) y la otra
especifica del alelo menos frecuente (-250A), presentan, respectivamente, secuencias que comprenden a las secuencias
mostradas en las SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4.

5. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin la reivindicacion
anterior caracterizado porque dicho conjunto estd formado por una primera sonda, especifica del alelo mas frecuente,
cuya secuencia comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 3, y por una segunda sonda,
especifica del alelo menos frecuente, cuya secuencia comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID
NO 4.

6. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segun la reivindicacién
anterior caracterizado porque la secuencia de nucledtidos de la primera sonda es idéntica a la SEQ ID NO 3, y la
secuencia de nucleétidos de la segunda sonda es idéntica a la SEQ ID NO 4.

7. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segin cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 6 caracterizado porque tanto la sonda especifica del alelo mas frecuente como la sonda especifica
del alelo menos frecuente estdn marcadas por fluorocromos de referencia distintos en el extremo 5’ y en el extremo 3’
con una molécula extintora.

8. Conjunto de sondas para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin la reivindicacién
anterior caracterizado porque la sonda especifica del alelo mds frecuente estd marcada por fluorescencia en el extremo
5’ con 6-carboxifluoresceina (Fam) y en el extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra); y la sonda especifica
para el alelo menos frecuente estd marcada por fluorescencia en el extremo 5’ con hexaclorofluoresceina (Hex) y en el
extremo 3’ con carboxitetrametilrodamina (Tamra).

9. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC caracterizado porque
comprende:

a. la amplificacién mediante PCR de una muestra de ADN usando un conjunto de cebadores descrito segtin cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 3,y

b. la deteccion mediante fluorescencia y genotipado usando un conjunto de sondas descrito segtin la reivindicacién
7.
10. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC caracterizado porque

comprende:

a. la amplificacién mediante PCR de una muestra de ADN usando un conjunto de cebadores descrito segun cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 3,y

b. ladetecciéon mediante fluorescencia y genotipado usando un conjunto de sondas descrito segtn la reivindicacién
8.

11. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque las sondas para la detecciéon mediante fluorescencia y genotipado pueden utilizarse
conjuntamente o por separado.

12. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin la reivindicacién
anterior caracterizado porque la deteccién mediante fluorescencia y genotipado se realiza usando las sondas descritas

8
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segun la reivindicacion 8 de forma que, en la mezcla de reaccion, la sonda especifica del alelo mds frecuente se encuen-
tra a una concentracién de 100 nM, y la sonda especifica del alelo menos frecuente se encuentra a una concentracién
en el rango de 100 a 300 nM.

13. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin la reivindicacién
anterior caracterizado porque, en la mezcla de reaccidn, la sonda especifica del alelo menos frecuente se encuentra a
una concentracién de 200 nM.

14. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtin cualquiera de las
reivindicaciones 12 6 13 caracterizado porque la amplificacién mediante PCR comprende un paso inicial de desna-
turalizacién del ADN y activacion de la polimerasa de 5 minutos a 95°C, y 42 ciclos con dos pasos: uno de desnatura-
lizacién de 30 segundos a 95°C, y otro de hibridacién y extension.

15. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segun la reivindicacién an-
terior caracterizado porque el paso de hibridacién y extension se realiza 45 segundos a una temperatura comprendida
en el rango de 54 a 61,5°C.

16. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque el paso de hibridacion y extension se realiza a una temperatura de 58°C.

17. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtn la reivindicacién
14 caracterizado porque el paso de hibridacién y extension se realiza separadamente: hibridacién 30 segundos a una
temperatura comprendida en el rango de 54 a 61,5°C, y extension 30 segundos a 72°C.

18. Procedimiento para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC segtn la reivindicacién
anterior caracterizado porque la hibridacién se realiza a una temperatura de 58°C.

19. Kit para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC que comprende al menos un conjunto
de cebadores descrito segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y al menos una de las sondas del conjunto de
sondas descrito segin la reivindicacién 7.

20. Kit para el genotipado del polimorfismo genético -250G/A del gen LIPC que comprende al menos un conjunto
de cebadores descrito segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, y al menos una de las sondas del conjunto de
sondas descrito segun la reivindicacién 8.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 201000005

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Zacharova, J. et al., J. Intern. Med., (2005), 257(2): 185-93. 2005
D02 Lindi, V. et al., Nutr. Metab. Cardiovasc. Dis., (2008), 18(2): 88-95. 2008
D03 Juo, S.H. et al., J. Lipid Res., (2001), 42(2): 258-64. 2001
D04 Zambon, A. et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., (1998), 18(11): 1998
1723-29.

Observaciones sobre documentos:

D1 describe un procedimiento de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo TagMan de discri-
minacion alélica.

D2 describe la aplicacion del procedimiento de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo
TagMan.

D3-D4 describen un procedimiento de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en una reaccién PCR-RFLP.

2. Declaracion motivada segtin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).
1.1. Reivindicacion 1.

1.1.1. En el documento D1 se describe un procedimiento de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en
un ensayo TagMan de discriminacién alélica. Dicho procedimiento comprende una reaccién de amplificacion PCR en la que
los cebadores directo y reverso empleados contienen respectivamente a las secuencias SEQ ID No1 y SEQ ID No 2 de la
invencion (cf. D1: Métodos, 'DNA analysis’).

El objeto de la reivindicacion independiente 1 consiste en 'un conjunto de cebadores para el genotipado del polimorfismo -
250G/A del gen LIPC caracterizado porque las secuencias de al menos dos de los cebadores de dicho conjunto comprenden a
las secuencias SEQ ID NO 1 y SEQ ID No 2'. Por consiguiente, los cebadores del procedimiento divulgado en D1 forman parte
del ambito de proteccion de la reivindicacién 1.

Por todo ello, el objeto de las reivindicacién independiente 1y el de la dependiente 2 no es nuevo sobre la base del documento
D1 (Art. 4.1. de la Ley de Patentes).

1.2. La presente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la misma,
definido en las reivindicaciones 1y 2, no es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacion 3

2.1.1. Se considera que el documento D1 constituye el estado de la técnica mas proximo. En D1 se describen un procedimiento
de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo TagMan de discriminacion alélica, caracterizado
por el uso de un par de cebadores especifico (cf. D1: Métodos, 'DNA analysis’).

2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicaciéon 7 puede ser considerado, por consiguiente, como la
provision de nuevos cebadores para el genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC.

2.1.3. La solucién propuesta es el par de cebadores SEQ ID No 1 y SEQ ID No 2 de la reivindicacién 3. Para valorar adecua-
damente la actividad inventiva de esta solucién es necesario considerar si, a la fecha de presentacion de la solicitud, partiendo
del estado de la técnica mas proximo, el experto en la materia intentaria aplicar dicha soluciéon con una expectativa razonable
de éxito.
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Los cebadores directo y reverso empleados en el procedimiento descrito en D1 consisten en dos secuencias de 21 y 22
nucleétidos que comprenden integramente en las secuencias SEQ ID No 1 y SEQ ID No 2 de la invencion. Debido a que en
la solicitud no se especifica el efecto sorprendente e inesperado derivado de la utilizacion de SEQ ID No 1 y SEQ ID No 2
con respecto a la utilizacién de las secuencias descritas en D1, se considera que la solucién propuesta por el objeto de la
reivindicacién 3 al problema técnico planteado es una alternativa no inventiva a la solucién existente en el estado de la técnica
que no requeriria de la aplicaciéon de conocimientos técnicos inventivos por parte del experto en la materia.

Sobre la base a lo expuesto anteriormente, se concluye que el objeto de la reivindicacién independiente 3 no es inventivo.
2.2. Reivindicacién 4.

2.2.1. Se considera que el documento D1 constituye el estado de la técnica mas préximo. En D1 se describe un procedimiento
de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo TagMan de discriminaciéon alélica, caracterizado
por el uso de una sonda especifica para cada uno de los dos alelos analizados (cf. D1: Métodos, 'DNA analysis’).

2.2.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacién 4 puede ser considerado, por consiguiente, como la
provision de nuevas sondas para el genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC.

2.2.3. La solucién propuesta es el par de sondas SEQ ID No 3y SEQ ID No 4 de la reivindicacion 4. Para valorar adecuadamente
la actividad inventiva de esta solucién es necesario considerar si, a la fecha de presentacion de la solicitud, partiendo del
estado de la técnica mas proximo, el experto en la materia intentaria aplicar dicha solucién con una expectativa razonable
de éxito. Las sondas de identificacion del procedimiento descrito en D1 consisten en dos secuencias de 20 y 21 nucleétidos,
complementarias a las secuencias del alelo mutado (-250A) y del alelo silvestre (-250A), estan incluidas integramente en las
de las sondas SEQ ID No 3 y SEQ ID No 4 de la invencién (cf. D1: Métodos, 'DNA analysis’). Basicamente, la Unica diferencia
técnica entre las sondas de la invencién y las de D1 es la diferente longitud de las mismas. Puesto que en la solicitud no
se especifica el supuesto efecto sorprendente e inesperado derivado de dicha diferencia que se traduciria en una mejora del
procedimiento de genotipado de la invenciéon frente al descrito en D1, se considera que la soluciéon propuesta por el objeto
de las reivindicacién 4 al problema técnico planteado es una alternativa no inventiva a la solucion existente en el estado de la
técnica que no requeriria de la aplicacion de conocimientos técnicos inventivos por parte del experto en la materia.

Sobre la base de lo expuesto anteriormente, se concluye que el objeto de la reivindicacién independiente 4 y el de las depen-
dientes 5-8 no es inventivo.

2.3. Reivindicacion 9.

2.3.1. Se considera que el documento D1 constituye el estado de la técnica mas proximo. En D1 se describe un procedimiento
de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo TagMan de discriminacién alélica.

2.3.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacion 9 puede ser considerado como la provision de un nuevo
procedimiento de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC.

2.3.3. Sobre la base del estado de la técnica mas préximo, representado por D1, se concluye que la solucién propuesta por la
reivindicacién 9 al problema técnico planteado seria evidente para el experto en la materia.

Por esta razén, se concluye que el objeto de la reivindicacion independiente 9 y el de las dependientes 10-18 no es inventivo.
2.4. Reivindicacién 19.

2.4.1. Se considera que el documento D1 constituye el estado de la técnica mas préximo. En D1 se describe un procedimiento
de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC basado en un ensayo TagMan de discriminacién alélica.

2.4.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicacién 19 puede ser considerado como la provisién de un nuevo
kit de genotipado del polimorfismo -250G/A del gen LIPC.

2.4.3. Sobre la base del estado de la técnica mas préximo, representado por D1, se concluye que la solucién propuesta por la
solicitud al problema técnico planteado seria evidente para el experto en la materia.

Por esta razén, se concluye que el objeto de la reivindicacion independiente 19 y el de la dependiente 20 no es inventivo.
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2.5. La presente invencién no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 3-20, no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de Patentes.
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