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Método de genotipado simultaneo de polimorfismos y/o mutaciones

DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un método de genotipado de polimorfismos,
preferiblemente polimorfismos de un Unico nucleétido, u otro tipo de mutaciones que
comprende una etapa de ligacion alelo-especifica, una amplificacion con cebadores
universales, una hibridacion con sondas ancladas a un soporte y la deteccion de los
productos formados especificos de dichos polimorfismos y/o mutaciones. La presente
invencion se puede encuadrar en el ambito de la biomedicina y de la industria

agroalimentaria.

ESTADO DE LA TECNICA

Los polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs) son mutaciones puntuales en el
genoma, de modo que en una misma posicion del ADN gendmico existen diferentes
variantes denominadas alelos y la abundancia del alelo menos frecuente es igual o
mayor que el 1%. Los SNPs situados en regiones codificantes del genoma pueden
alterar la estructura y funcién de las proteinas, lo que puede traducirse en cambios a
nivel fenotipico. Numerosos estudios han establecido asociaciones entre la presencia
de un determinado alelo y el fenotipo observado. Por tanto, los SNPs tienen
importantes aplicaciones como marcadores, entre las que destacan las biomédicas:
empleo con fines diagndsticos, para establecer el riesgo de un individuo a padecer

una enfermedad, o en farmacogenética.

En la actualidad hay disponibles diversas metodologias de genotipado de
polimorfismos y otras mutaciones que se basan en diferentes reacciones de
discriminacién alélicas tales como la hibridacion alelo-especifica (ej. Genechips® de
Affymetrix) o la extension de cebadores y posterior ligacion (ej. Goldengate® de
lllumina®). No obstante, existe una demanda de nuevas tecnologias que superen a
las ya desarrolladas en:

-Escalabilidad, es decir, el numero de polimorfismos interrogados debe de adaptarse a
las necesidades de cada problema genético concreto.

-Capacidad de multiplexado, suficiente (10-100 SNPs) para que se puedan sacar

conclusiones clinicas a partir de los resultados obtenidos.
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-Método versatil, que pueda ser empleada con diferentes fines sin necesidad cambios
importantes.

-Plataforma de deteccion portatil, de facil manejo y més simple, que permita hacer uso
de la tecnologia en el lugar de interés (“Point of Care”) y no Unicamente en
laboratorios bien dotados.

-Protocolo de trabajo corto, que pueda llevarse a cabo en una jornada laboral o

menos.

En la actualidad no se dispone de una herramienta que comprenda todas las

caracteristicas anteriormente sefialadas.

Entre los métodos que permiten la deteccion de SNPs, serian por ejemplo los
descritos en US20030215825. Esta aproximacion requiere el empleo de sondas
especificas lo que presenta desventajas como la posible reactividad cruzada o el
multiplexado limitado, por tener que emplear condiciones de hibridacibn comunes
entre ellas. Ademas, se limita exclusivamente al empleo de particulas como
marcadores para la deteccion. US2012252700 incluye una amplificacion y posterior
ligacion alelo-especifica, siendo la capacidad de multiplexado de la técnica de
aproximadamente entre 3 y 20 SNPs. US20120270272 describe la metodologia de
discriminacién basada en ligacion alelo-especifica y posterior amplificacion por PCR
universal utilizando oligonucledétidos especificos modificados con un grupo tiofosfato o
azucares y preferentemente ligasas termoestables. Esta metodologia utiliza ligasas
termoestables que no pueden ser inactivadas por un tratamiento térmico posterior
(ligasas Tag o de Pyrococcus), por lo que durante la amplificacion contindan los
eventos de ligacién y, en consecuencia, alterando la formacion de productos de los
diferentes SNPs.

Entre las técnicas versatiles y portables por ahora conocidas para el andlisis de acidos
nucleicos se encuentra, por ejemplo, el empleo de discos épticos como soporte para
anclar biomoléculas y de lectores/grabadores de discos como detectores para estudiar
diferentes biointeracciones (por ejemplo EP1324042, ES2304093A1, Santiago et al.
(2014), Sensors and Actuators B: Chemical, 204, p. 273-281). Se han descrito
técnicas de discriminacion de SNPs mediante hibridacion alelo-especifica sobre
discos Opticos, donde la hibridacion se realiza generalmente con oligonucle6tidos
sintéticos, por ejemplo, Morais et al. (2006) Chemical Communications, 22, p. 2368-

2370 (s6lo un SNP), Bafiuls et al. (2008) Bioconjugate Chemistry, 19, (3), p. 665-672 y
3
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Yu et al. (2013) Acc. Chem. Res., 46 (2), p. 258-268. Sin embargo, hasta ahora no se
ha demostrado que esta técnica permita el genotipado masivo de SNPs. La principal
causa es que cada polimorfismo, debido a su propia naturaleza y a los nucle6tidos de
su entorno, requiere unas condiciones especificas para su correcta discriminacion. Por
ello, establecer unas condiciones que permitan diferenciar simultaneamente un gran

namero de SNPs mediante este método resulta muy complejo.

Por lo tanto, se hace necesario un método robusto para la deteccion simultanea de
SNPs u otras mutaciones, con capacidad de multiplexado suficientemente elevada,

escalable, mas simple y con un protocolo de trabajo corto.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se ha combinado un método de discriminacion alélica,
basado en ligacion alelo-especifica, y posterior amplificacion con cebadores
universales, con una deteccién por hibridacion con sondas ancladas sobre una
superficie, preferiblemente de un disco Optico bien sea CD, DVD, Blu-ray, etc. y
utilizando un lector/grabador de discos 6pticos. Esta aproximacion preferente hace
gue la metodologia presentada aulne la alta fidelidad y la capacidad de multiplexado
de la discriminacion por ligacién y la amplificacién-hibridacion con cebadores y sondas
universales, con las caracteristicas propias de la deteccion basada en la tecnologia de
discos o6pticos, tales como portabilidad, facilidad de manejo y bajo coste. Asi, esta
invenciébn aporta un sistema robusto, analiticamente poderoso, fiable y
econdmicamente competitivo de genotipado, que puede ser aplicado a gran escala en
centros de salud, industrias, laboratorios o en situaciones de emergencia o criticas. El
método de la presente invencibn se enmarca dentro de las metodologias de
genotipado de polimorfismos u otras mutaciones, permitiendo un multiplexado
suficiente para aplicarse efectivamente al ambito clinico (por ejemplo en medicina
personalizada) y el agroalimentario (por ejemplo para la autenticacién de alimentos,
tanto animales como vegetales), especialmente, y es facil de ubicar en los lugares de
interés (POC, “Point of care”). El método descrito es, por tanto, una clara alternativa a
los métodos més largos y excesivamente caros, disponibles actualmente a nivel

comercial para el genotipado de un nimero medio de mutaciones.

En la presente invencion el orden y el modo en que se realizan cada uno de los pasos

del método tienen efecto sinérgico. En la presente invencion la amplificacion es una
4
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etapa clave y es posterior (a diferencia de la mayoria de técnicas basadas en la
ligacion) al paso de la ligacién, que discrimina las diferentes variantes genéticas de los
polimorfismos estudiados. Es decir, s6lo se amplifican los productos alelo-especificos.

Esto redunda en una mejor selectividad y un menor tiempo de andlisis.

El método de la presente invencion también puede ser util en el &ambito
medioambiental (por ejemplo para la identificacion de especies animales o vegetales)

y en el forense (para identificacion de individuos), entre otros.

La presente invencion describe un método para el genotipado simultaneo de
mutaciones, preferiblemente polimorfismos genéticos, especialmente polimorfismos de
un Unico nucledtido (o SNPs, Single Nucleotide Polymorphism), también llamados

polimorfismos de nucle6tido simple.

El término “polimorfismo genético” se refiere a una variacion en la secuencia de
nucleétidos de la cadena de acido desoxirribonucleico (ADN) que tiene al menos una
frecuencia del 1% en los individuos de una poblacion. Los polimorfismos genéticos
pueden ser variaciones de uno o varios nucleétidos. Particularmente, los
polimorfismos de un solo nucleétido generalmente dan lugar a dos alelos. El
genotipado de SNPs proporciona informacion sobre la variacion de un solo

polimorfismo o la informacién de un haplotipo (SNP etiquetas o “tagSNP”).

“Haplotipo” es una combinacién de alelos de diferentes loci de un cromosoma que son
trasmitidos juntos. Un haplotipo puede ser un locus, varios loci, 0 un cromosoma
entero dependiendo del nimero de eventos de recombinacién que han ocurrido entre
un conjunto dado de loci. En la presente invencién nos referimos a “haplotipo” como
un conjunto de polimorfismos (SNPs) que se heredan en bloque con unas medidas de
desequilibrio de ligamiento r2=0,8 y que se identifican mediante el genotipado de uno
de los polimorfismos incluidos en dicho haplotipo. Por lo tanto, el método de la
presente invencion permite la deteccion de un determinado polimorfismo y/o haplotipo

en un individuo.

La presente invencion emplea una técnica de discriminacion alélica que comprende
una ligacion alelo-especifica (mediante la accion de una enzima ligasa con capacidad
para unir los oligonucle6tidos especificamente disefiados para la discriminacion de

cada SNP a detectar) seguida de una amplificaciébn con cebadores universales,
5}



10

15

20

25

30

35

ES 2 546 565 B2

hibridacion con sondas ancladas en una superficie y la deteccion. En una realizacion
particular, el soporte analitico es un disco oOptico (ya sea en formato CD, DVD, Blu-
Ray, discos de grabado termocromico, etc.) y el detector es un lector/grabador de
discos Opticos. Permite formalizar un desarrollo que reduce los tiempos de analisis,
abarata y simplifica el ensayo, al mismo tiempo que lo convierte en una metodologia

facilmente aplicable in situ.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método de deteccion de al
menos un polimorfismo u otra mutacion, preferiblemente polimorfismo de un Unico
nucleétido (SNP), en una muestra aislada de un sujeto que comprende (a partir de
ahora el “método de la invencién”) los siguientes pasos:

a. ligacién alelo-especifica entre oligonucleétidos en disolucion o en fase
sélida;

b. amplificacion de los productos de ligacién obtenido en el paso (a), donde la
amplificaciébn se realiza utilizando al menos un cebador universal en
disolucion o en fase sélida, preferiblemente con una Unica pareja de
cebadores universales;

c. hibridacion del producto amplificado obtenido en el paso (b) con sondas,
donde las sondas estan fijadas en una superficie; y

d. deteccion del polimorfismo o mutacion del producto obtenido en el paso (c).

El método de la invencion permite detectar simultdneamente varios polimorfismos u

otras mutaciones, preferiblemente polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNP).

En una realizacion preferida del método de la presente invencion, los polimorfismos u
otras mutaciones detectados simultdneamente son entre 5 y 200. En una realizacion
mas particular son mas de 15 y menos de 100, los SNPs y/o mutaciones detectados.
En una realizacién mas particular son mas de 20 los SNPs y/o mutaciones detectados,
mas preferiblemente de entre 30 y 100, es decir: 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100.

En el método de la presente invencion, la ligacion (discriminacion alélica) del paso (a)
se efectla a través de una enzima ligasa, preferentemente termoestable, que enlaza

oligonucledtidos disefiados ad hoc para cada gen y polimorfismo.
6
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El término “ligasa termoestable” se refiere a que la enzima mantiene su actividad
(ligacién) incluso sometida a una temperatura elevada, por ejemplo, tipicamente, una
temperatura superior a 45 °C, y mas preferiblemente de, al menos 60 °C. Ejemplos de
ligasas termoestables pueden ser (pero sin limitarse): ligasas de Thermus aquaticus,
Thermus themophilus o de Pyrococcus spp. Enzimas no termoestables como la T4
ligasa o ligasas de E. coli, podrian utilizarse, pero la tasa de error cometido
aumentaria. Por lo tanto, las ligasas termoestables son la opcion preferente porque al
actuar a temperaturas elevadas (por ejemplo entre 60 y 65°C), se mantiene la alta
fiabilidad del ensayo, reduciéndose la hibridacion inespecifica con el ADN molde y, por
tanto, la ligacién no deseada. En una realizacién particular, la ligacién se realiza a una
temperatura de entre 60 a 65 °C (60, 61, 62, 63, 64 0 65 °C).

Preferiblemente, se utilizardn enzimas ligasas termoestables con tiempos de reaccién
cortos (5-15 minutos) y que puedan ser inactivadas previamente a la amplificacién, por
ejemplo, mediante un tratamiento térmico o la adicién de un bloqueante, de modo que
se evite que continlen los eventos de ligacion durante esta etapa. Un ejemplo seria la
“Ligasa 65" (Holland HRC), que es termoestable y puede ser inactivada mediante un
tratamiento (por ejemplo de 5 minutos a 98 °C). Por este motivo, en una realizacién
particular, previo a la amplificacion, paso (b), se inactiva la ligasa del paso (a) durante
3-10 minutos (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 minutos), preferiblemente de 5 minutos a 95-99 °C
(95, 96, 97, 98 0 99 °C), preferiblemente a 98 °C.

En una realizacién particular, la ligacion se realiza en un tiempo entre 5 a 15 minutos a
una temperatura de entre 60 a 65 °C y posteriormente se inactiva durante 3-10

minutos, preferiblemente durante 5 minutos a 95-99 °C, preferiblemente 98°C.

Para cada gen o polimorfismo, en la etapa de ligacién se utilizan oligonucleétidos
discriminantes (OD), uno para cada variante alélica, y un oligonucleétido comun (OC)
para todas las variantes. En una realizacion preferida, en caso de dos variantes
alélicas, cada ligacion del paso (a) se realiza mediante con dos oligonucle6tidos
discriminantes (por ejemplo, denominados como OD-A y OD-B) y un oligonucleétido

comun.

En el caso de SNPs, los oligonucleétidos utilizados el paso (a) poseen las siguientes

caracteristicas. Los oligonucleétidos ODs son complementarios al ADN gendémico y se
7
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diferencian entre si en el nucleétido de uno de sus extremos, que es especifico para
cada alelo. Los oligonucleétidos ODs pueden poseer desapareamientos con la region
diana del ADN del sujeto para favorecer la correcta discriminacién. Ademas, los
oligonuclettidos ODs para un determinado polimorfismo pueden ser iguales o
diferentes en tamafo. El oligonucleétido comin (OC) es complementario al ADN
genomico situado inmediatamente a continuacién del SNP y en la misma hebra que
los ODs. Los oligonucleétidos ODs o el oligonucledtido OC estan fosforilados en un
extremo para permitir la ligacion. En una realizacién particular, los oligonucleétidos OD
son complementarios al ADN gendémico anterior al polimorfismo y tienen el nucleétido
especifico para cada alelo en el extremo 3’ y el oligonucleétido OC esta fosforilado en

el extremo 5'.

Ademas, los oligonuclettidos pueden poseer modificaciones que mejoren la
selectividad del proceso y/o anclaje, tales como acidos nucleicos bloqueados (LNA,
locked nucleic acids), o estar modificados (en posicion 5’, posicion 3’ y/o nucle6tidos
internos) con estructuras como biotina, digoxigenina, azlcares, particulas y/o

nanotubos.

Los oligonucle6tidos empleados (OD y/o OC), ademas de la regién complementaria al
ADN genomico en estudio, poseen colas, secuencias genéricas no presentes en el
genoma diana, que permiten la amplificacion-hibridacion en formato universal. Las
colas incluidas en los OD (por ejemplo, OD-A, OD-B) y OC para la amplificacién
universal, pueden ser todas iguales, Unicamente dos iguales o todas diferentes entre
si, pero son las mismas para todos los polimorfismos y/o alelos analizados.
Particularmente, para lograr la amplificacion universal, las secuencias de las colas
utilizadas pueden ser, pero sin limitarse, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO:
3. En el caso de hibridacién con sondas universales ancladas sobre el soporte, paso
(c), el oligonucledtido OD, OC, o ambos ademas poseen una cola genérica pero

diferente para cada polimorfismo y/o alelo.

El tamafio de los oligonucleétidos puede ser cualquiera, preferiblemente entre 16 a
100 nucledtidos, mas preferiblemente entre 40 y 70 nucledtidos (es decir, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69 0 70).
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La reacciobn de discriminacion alélica se inicia con la hibridacion de los
oligonucledtidos especificos (ODs y OC) con el ADN molde (Figura 1), y a
continuacion la enzima ligasa une los fragmentos adyacentes. La ligacion tendra lugar
Unicamente, o prioritariamente, cuando la complementariedad del OD, respecto al
nucleotido correspondiente al alelo en estudio, sea perfecta; de modo que se
obtendran Unicamente, o prioritariamente, los productos correspondientes al alelo/s

propio/s del genoma de cada sujeto.

La etapa de ligacién se puede llevar a cabo mediante una Unica reaccion o mediante
dos reacciones independientes de discriminacion alélica, que difieren en los
oligonuclettidos ODs empleados para cada SNP (Tabla 1). En el primer caso la
mezcla de reaccién contiene los oligonucle6tidos OD (ejemplificados como OD-A, OD-
B) y OC lo que permite formar simultdneamente los productos de ligacién
correspondientes a ambos alelos. En el segundo caso, la mezcla de reaccién A
contiene los oligonucledtidos OD-A y OC, y la mezcla de reacciébn B, los
oligonucledtidos OD-B y OC. De este modo, cada reacciébn genera Unicamente el
producto de ligacion especifico para el alelo correspondiente a cada OD, si el ADN
molde presenta dicha variante alélica.

Tabla 1: Productos de ligacion formados en funcion de los oligonucleétidos afiadidos a
la mezcla de reaccién y del genotipo del sujeto para el polimorfismo analizado. En

este caso, el alelo A es el nativo y el alelo B es el mutante.

Oligonucledtidos Homocigoto Homocigoto Heterocigoto
nativo mutante

Mezcla OD-A Producto Producto Ambos

OD-B nativo mutante productos
ocC

Reaccion OD-A Producto No producto Producto

A oC nativo nativo
Reaccion OD-B No producto Producto Producto

B oC mutante mutante

En el método de la invencion, la ligacion del paso (a) puede ser realizada en

disolucion o en fase sélida, es decir, en la superficie de un soporte en contacto con la

disolucion (Figura 2). En este segundo caso, al menos uno de los oligonucleétidos

implicados en la ligacion esta anclado en la superficie analitica y la ligacion OD-OC da

lugar al producto de ligacién anclado a dicha superficie. El oligonucleétido a anclar
9
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puede estar modificado para permitir o favorecer la inmovilizacién. En una realizacion
particular, las modificaciones comprenden la inclusién de grupos tiol, amino, biotina,

digoxigenina, particulas o azucares.

El anclaje de los oligonucleétidos se realiza sobre toda la superficie o en regiones
especificas, preferentemente, pero sin limitarse, en formato de micromatriz. Los
métodos de anclaje comprenden adsorcion directa, adsorcion indirecta, afinidad (ej.
par estreptavidina/biotina,  neutravidina/biotina,  antidigoxigenina/digoxigenina,
lectinas/azlcar, etc.), o covalente, entre otros modos (Figura 3). Las reacciones de
inmovilizacion tipo covalente que pueden ser compatibles incluyen reacciones via
grupos tiol, amino, entre otros, pudiendo incluir grupos espaciadores superficie-sonda,

como por ejemplo, una cola de varios nucleétidos de timina o adenina.

El término “amplificacién”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, paso (b), se
refiere al aumento del nimero de copias de una region del acido nucleico molde
(Figura 4). La amplificacion se realiza con los métodos conocidos por el experto en la

materia.

El paso (b) de amplificacion del método de la invencion se puede realizar mediante
reaccién en cadena de la polimerasa [PCR (polymerase chain reaction)] o reacciones
de amplificacion isoterma, tales como amplificacion RPA (amplificacion recombinasa
polimerasa, recombinase polymerase amplification) o SDA (amplificacibn por
desplazamiento de hebra, strand displacement amplification), entre otras. En cualquier

caso, la amplificacion se lleva a cabo empleando cebadores universales.

El término “cebador”, como se utiliza aqui, se refiere a un oligonucleétido capaz de
actuar como punto de inicio de la sintesis de ADN cuando hibrida con el acido
nucleico molde, es decir, con el producto de la ligacion obtenido en el paso (a) del

método de la presente invencion.

El término “cebador universal”’, tal y como aqui se utiliza, se refiere a aquellos
oligonucledtidos que no reconocen ninguna parte del genoma diana y son empleados
para amplificar todos los productos de ligaciébn al mismo tiempo, gracias a la

incorporacion previa de las colas pertinentes.

10
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La amplificacién ocurre para todos los genes, polimorfismos u otras mutaciones de
forma simultanea, empleando cebadores universales que reconocen las colas
presentes en los OD y OC. Preferiblemente, el nimero de cebadores empleados es
entre 1 y 3, dependiendo del tipo de amplificacion y de las secuencias de las colas
presentes en los oligonucleétidos ligados. El tamafio de los cebadores puede ser
cualquiera, preferiblemente entre 15 a 30 nucledtidos, mas preferiblemente entre 18 y
24 (18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24). Las secuencias de los cebadores universales son las
mismas o complementarias (total o parcialmente) a las secuencias de las colas
presentes en los oligonucleétidos OD y/o OC. Particularmente, los cebadores
empleados en la presente invencidn, pero sin limitarse, presentan las siguientes
secuencias: SEQID NO: 1, 2y 4.

En una realizacion particular de la invencion, cuando la ligacion, paso (a), tiene lugar
mediante dos reacciones independientes de discriminacion alélica (A y B), se emplea
una unica pareja de cebadores universales (delantero y trasero) para cada reaccion.
Particularmente, las parejas de cebadores empleadas en la presente invencion
pueden tener, pero sin limitarse, las siguientes secuencias: la pareja SEQ ID NO: 1y 4
0 la pareja SEQ ID NO: 2y 4.

Asimismo, durante este paso (b) tiene preferiblemente lugar el marcaje de los
productos ligados empleando cebadores marcados y/o nucle6tidos funcionalizados,
conocidos por cualquier experto en la materia. El término “nucleétido” incluye
desoxirribonucleésidos trifosfato como, por ejemplo, pero sin limitarse, dATP, dCTP,
diITP, dUTP, dGTP, dTTP, o derivados de los mismos, tales como LNA. Una
alternativa de marcaje es realizar la modificacibn post-amplificacion y/o post-
hibridacion de los productos formados, utilizando oligonucleétidos y/o nucle6tidos
funcionalizados. Marcadores o etiquetas detectables incluyen, por ejemplo, is6topos
radiactivos, etiquetas fluorescentes, etiquetas quimioluminiscentes, etiquetas
bioluminiscentes o etiquetas enzimaticas. En una realizacion preferente, los
marcadores comprenden antigenos, particulas, fluoréforos o similares, unidos a los

cebadores o como grupos funcionales de los nucle6tidos.

La amplificacion se realiza preferentemente en disolucion (Figura 5). En este caso, los
productos obtenidos tras la amplificacion interaccionan posteriormente con las sondas
inmovilizadas en la superficie, paso (c). Concretamente, se produce un

reconocimiento de hibridacién del producto amplificado con la sonda anclada.
11
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En una realizacion particular de la presente invencion, la amplificacion se lleva a cabo
en fase solida (Figura 5). El término “amplificacion en fase soélida” implica la
inmovilizacién de al menos uno de los cebadores sobre la superficie sélida, ocurriendo
la reaccion de amplificacion en la interfaz disolucién-sdlido y originando un producto
anclado a dicha superficie. De este modo, los pasos (b) y (c) quedan integrados. En
esta realizacion, los oligonucledtidos OD, OC, ambos, o regiones especificas para
cada gen y polimorfismo se inmovilizan en una superficie para actuar como
cebadores. Ademas, se puede afiadir al menos un cebador universal a la disolucion,
en contacto con la superficie para permitir la amplificacién o aumentar su rendimiento
o0 especificidad. Particularmente, las secuencias de los cebadores universales
empleados podria ser, pero sin limitarse, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO:
4,

Para llevar a cabo la amplificacion en la realizacion preferida basada en la ligacion en
fase solida, al menos uno de los cebadores universales estd anclado o se afade a la
disolucién, en contacto con la superficie, y el producto de ligacion (anclado en la
superficie) actia como molde de la amplificacion (Figura 5). En este caso, al
integrarse las etapas de amplificaciébn e hibridacion, se genera un producto final
anclado a la superficie, y si se utilizan cebadores o nucleétidos marcados, el producto
resultante también estd marcado. Ejemplos de superficies incluirian derivados del

silicio, polimeros naturales o sintéticos, entre otros.

El término “hibridacion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion del paso (c),
se refiere al apareamiento de dos moléculas complementarias de acido nucleico (de
ADN y/o ARN) de cadena simple para dar lugar a una molécula de doble cadena
(Figura 6).

La hibridacién se produce en condiciones controladas de pH, contenido salino,
astringencia, temperatura y tiempo. Los componentes de la mezcla de hibridacion
comprenden, por ejemplo, citrato sédico salino (SSC) a pH 7, formamida, Denhardt’s,
etc. Variaciones en las concentraciones de estos componentes influyen en la
especificidad y selectividad de la hibridacion, tal y como es conocido por el experto en
la materia. La temperatura de hibridacion puede ser, por ejemplo, de entre 35y 45°C
(35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 o0 45°C) y el tiempo de hibridacion es,

12



10

15

20

25

30

ES 2 546 565 B2

preferiblemente, entre 30 minutos y 2 horas (por ejemplo, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115 0120 minutos).

Una de las moléculas participantes es el producto de ligacién o de amplificacion y se
encuentra en disolucion. Las otras moléculas que participan en la hibridacion,
denominadas “sondas”, se encuentran ancladas sobre una superficie (0 soporte, 0
soporte solido o superficie sélida). En una realizacion preferida, las sondas en el paso
(c) de hibridacién son acidos nucleicos y tienen un tamafio de entre 20 y 30
nucledtidos. En otra realizacion particular las sondas pueden ser aptameros o acidos
nucleicos modificados, tales como LNAs. El anclaje de las sondas se realiza sobre
toda la superficie o en regiones especificas, preferentemente, pero sin limitarse, en
formato de micromatriz. El oligonucleétido a anclar puede estar modificado para
permitir la inmovilizacion. En wuna realizacién particular, las modificaciones
comprenden la inclusion de grupos tiol, amino, biotina, digoxigenina, particulas o
azucares. También pueden incluir modificaciones que mejoren la selectividad del
proceso, tales como &cidos nucleicos bloqueados (LNA, locked nucleic acids). Las
sondas son inmovilizadas sobre la superficie mediante adsorcién directa, adsorcién
indirecta, afinidad (ej. par estreptavidina/biotina, neutravidina/biotina, antidigoxigenina/
digoxigenina, lectinas/azlcar, etc.), o por anclaje covalente, entre otros modos de
fijacion de sondas (Figura 3). Las reacciones de inmovilizacion tipo covalente que
pueden ser compatibles incluyen reacciones via grupos tiol, amino, entre otros,
pudiendo incluir grupos espaciadores superficie-sonda, como por ejemplo, una cola de

varios nucleoétidos de timina o adenina.

Las sondas pueden tener una secuencia especifica del gen en cuestion, o ser sondas
genéricas. Las sondas genéricas son aquellas que no hibridan con el genoma diana,
pero reconocen a las colas presentes en los oligonucleétidos empleados,
preferentemente en aquellos empleados en la ligacion (OD, OC o ambos). Con esta
opcidn, las sondas son disefiadas para que hibriden con los oligonucle6tidos diana en
condiciones de hibridacién sustancialmente similares. Por lo tanto, esta aproximacion
aporta versatilidad a la plataforma de genotipado, ya que permite mantener las
mismas sondas y condiciones de hibridacion para cualquier conjunto de polimorfismos

0 mutaciones en estudio.
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En una realizacion preferida, las sondas en el paso (c) de hibridacion tienen un
tamafio de entre 20 y 30 nucleétidos, preferiblemente de 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29 0 30 nucledtidos.

En el paso (c) del método de genotipado propuesto, cuando la amplificacion tiene
lugar en disolucién, los productos generados en la amplificacion, paso (b), son
reconocidos especificamente por un conjunto de sondas ancladas sobre la superficie.
En las realizaciones particulares basadas en la ligacion en fase soélida y la
amplificacion en fase soélida, este paso (c) ocurre de forma integrada al paso (b) del

método, reduciendo los tiempos de ensayo y la manipulacion requerida.

El marcaje de los productos hibridados o amplificados en la superficie también puede
realizarse, incluyendo una etapa previa, simultdnea o posterior de hibridacion, ligacion
0 extension, entre otras. En una opcion preferida, se incorpora un paso de hibridacion
adicional para el marcaje de los productos formados, utilizando un oligonucleétido
complementario al producto y que contiene un marcador como biotina o digoxigenina,

entre otros.

En otra realizaciéon preferida del método de la invencién, los oligonucleétidos, sondas
0 cebadores, anclados sobre la superficie pueden ser especificos 0 genéricos o

comprender una region especifica y una genérica.

En la presente invencion los términos “superficie”, “soporte”, “soporte sélido” o
“superficie sélida” se utilizan indistintamente. En la presente invencién los términos

LITH

“anclado”, “inmovilizado” y “fijado” se utilizan indistintamente.

El soporte para realizar el genotipado de polimorfismos y/o mutaciones (en los pasos
(@), (b) y/o (c)) puede ser cualquier superficie (lAminas, chips o particulas) de un
material polimérico, derivado del silicio, etc. siempre que permita la inmovilizacion de
las sondas y la deteccion del producto formado (paso (d)). El numero de
micromatrices, réplicas y su configuracion espacial en el ensayo puede ser variado.
Las dimensiones de las regiones de interaccion pueden ser del orden de nandémetros

0 superiores.
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En una realizacion preferida, el soporte es la superficie de un disco 6ptico o disco
compacto y en el paso (d) la deteccion se realiza utilizando lectores de disco 6ptico o

disco compacto.

Por “disco 6ptico” o “disco compacto” se entiende un medio de almacenamiento de
datos de tipo Optico, que consiste esencialmente en un disco en el cual la informacién
se codifica, guarda y almacena en los surcos microscopicos generados en una de las
capas planas que lo componen. Cualquier tipo o morfologia de la informacién (texto,
imagen, audio, video, etc.) puede ser codificada en formato digital y almacenada en
este tipo de soportes. Se pueden seleccionar, sin limitarse, a CD (Compact Disc o
disco compacto), DVD (Digital Versatile Disc o Digital Video Disc), Blu-ray, entre otros.
El disco utilizado puede ser cualquier disco de un estandar comercial o no, que se
pueda leer con un lector/grabador que preferiblemente utilice un cabezal laser para
leer/grabar. El disco a utilizar puede estar sin modificar o incluir alguna etapa de
pretratamiento, tales como lavado, activacion, recubrimiento, etc. También incluyen
discos que incorporen capas adicionales, por ejemplo microfluidicas. El uso de este
tipo de superficies proporciona a la presente invencion una superficie de trabajo de
altas prestaciones (robusta, versatil, econémica, etc.) y un método sencillo y rapido,
ademas de barato y facil de implementar en el lugar requerido. En una realizacion
particular, el soporte son discos sin modificar o sus variantes modificadas que
preferiblemente comprenden superficies tratadas o discos con un mayor nimero de

capas (discos 6pticos multicapa).

El anclaje de los oligonuclettidos puede realizarse directamente sobre la superficie del
disco o sobre una capa polimérica afiadida al disco (Figura 3). Para lograr un buen
rendimiento de inmovilizacién de oligonucleétidos, el disco 6ptico puede ser pretratado
con tratamientos que nho dafien sus propiedades Opticas, como por ejemplo
disoluciones de lavado, adicion de capas poliméricas, estructurado o
microestructurado, irradiado o sometido a ataque con plasma, entre otros conocidos
por un experto en la materia. Los oligonucledtidos pueden estar dispuestos en el disco

en formato de micromatriz, pudiendo incluir controles positivos y negativos (Figura 7).

En el paso (d) del método de la invencion, se produce la deteccion del SNP o
mutacion gracias al marcaje realizado, mediante observacion o con un detector. Este
proceso puede ser directo si las etapas anteriores del método han originado un

producto detectable, o incluir varias etapas de revelado o amplificacion para generar el
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producto detectable y/o aumentar la cantidad de producto detectable. El “producto
detectable”, tal como se entiende en la presente descripcion, es una especie que
origina una sefial observable o una respuesta en el detector. Estos productos
comprenden compuestos con grupos redox, fluorescentes o luminiscentes, sélidos,
precipitados, particulas, depésitos metalogréficos, enziméticos o compuestos
coloreados, entre otros. Ejemplos de procesos de deteccion comprenden la medida de
la emision, absorcidn, transmision, conductividad o variaciones de voltaje, entre otros,
utilizando equipos como espectrofotébmetros, fluorimetros, conductimetros o

voltamperimetros, entre otros.

En la presente invencion, la deteccion se realiza preferiblemente mediante la medida
de la interaccion con un haz laser emitido por un lector de discos 6pticos (lector de
CD, DVD, Blu-Ray, por ejemplo). Se entiende por “lector de disco Optico”, el
dispositivo capaz de obtener la informacion almacenada en dicho disco utilizando un
laser que le permite leer dicha informacion. En esta categoria, se incluyen los
lectores/grabadores de CDs, DVDs, Blu-Rays y cualquier dispositivo capaz de

escanear la superficie del disco con un haz laser.

Para la deteccién mediante un lector de discos épticos, se necesita la formacion de un
producto o depdsito capaz de interaccionar con la luz (absorber, dispersar, etc.)
modificando la intensidad del haz laser (Figura 8). Estos productos comprenden
sélidos, precipitados, depdsitos metalograficos, enziméaticos o compuestos coloreados,
entre otros. Una realizaciéon preferida es el marcaje del producto con un antigeno y
posterior incubacion con anticuerpos que reconocen dicho antigeno y que estan
conjugados a marcadores como enzimas, particulas, etc., dando lugar a la

modificacion de la intensidad del haz laser del lector de disco éptico.

El método permite el genotipado en una muestra aislada de un sujeto en estudio que
comprende ADN. Por “muestra aislada” se entiende una parte o porcion representativa
extraida del sujeto. Por “sujeto” se entiende cualquier organismo (animal, vegetal,
bacteriano, etc.) o mezcla de organismos o sus derivados, por ejemplo alimentos (en
este caso el alimento comprende una porcién del animal o vegetal del que deriva, por
ejemplo tejidos, musculo, grasa, tendones en animales o partes del vegetal por
ejemplo, raices, hojas, inflorescencias o tallos). En la presente invencion, el sujeto es,
preferiblemente, un humano, hombre o mujer de cualquier edad, nacido o no nacido

(ya que el método de la invencién es de utilidad también en diagndstico prenatal). En
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la presente invencion el término “humano”, “paciente” e “individuo” se utilizan
indistintamente. En el caso de humanos o pacientes, la muestra (muestra bioldgica) se
puede seleccionar de la lista que consiste en: sangre, suero, plasma, linfa, orina,
saliva, lavado broncoalveolar, esputo, liquido pleural, liquido cefalorraquideo, liquido
sinovial, tejido, frotis bucal, secreciobn lacrimal u otros tejidos o fluidos.
Preferiblemente, la muestra es fresca, congelada, fijada o fijada y embebida en
parafina. La extraccion del ADN genomico de las muestras, se lleva a cabo por
métodos convencionales o empleando kits comerciales. EI ADN puede ser de un
embrién o feto y la muestra puede ser una muestra materna, por ejemplo sangre, que

comprenda el ADN del embrion o feto.

Por tanto, en la presente invencion se ha desarrollado un método de genotipado
simultaneo, econémico, sensible y especifico de polimorfismos y/o mutaciones, siendo

especialmente adecuado para el genotipado de SNPs.

El método de la presente invencion puede también comprender la deteccion de un
control interno (o estandar), dicho control se puede afiadir a la muestra a analizar y/o

ser una region, polimorfismo o mutacion del genoma del sujeto.

El método de la presente invencion es Util para detectar enfermedades genéticas o
cancer, como herramienta en farmacogenética/farmacogendémica (para establecer la
dosis del farmaco o el tipo de tratamiento especifico para un paciente) y en otras
aplicaciones clinicas. También es util en los &mbitos agroalimentario (p. e.
autentificacion de alimentos), medioambiental-biolégico (p. e. identificacién de
especies animales o vegetales) y forense (p. e. identificacion de restos humanos),

entre otros.

La presente invencidon también se refiere a un kit (también puede ser un dispositivo)
gue comprende los elementos necesarios para llevar a cabo el método de la presente
invencién. Preferiblemente, comprende una ligasa, al menos un cebador universal, al
menos una sonda y una superficie de soporte, preferiblemente un disco éptico o disco
compacto, como CD, DVD, Blu-Ray y similares, y un detector, preferiblemente, un
lector de disco Optico o disco compacto. La presente invencion también se refiere al

uso del kit (o del dispositivo) para la realizacién del método de la presente invencion.
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A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes 0
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1 Esquema de la discriminacion del polimorfismo mediante el uso de
oligonucledtido  discriminante (OD) y oligonucleétido comun (OC). ()

Complementariedad total e (II) Complementariedad parcial.

FIG. 2 Reaccion de ligacion en disolucion (1) y en fase sélida o en la superficie del
disco (Il). Oligonucleétido discriminante para la variante alélica A (OD-A) o B (OD-B) y

oligonucledétido comun (OC).

FIG. 3 Esquema de los modos de inmovilizacion de oligonucleétidos sobre la
superficie analitica: () covalente directo, (ll) adsorcién indirecta o afinidad, (llI)
covalente indirecto o sobre capa adicional. (a) oligonucleétido con secuencia
especifica o genérica, (b) cola o espaciador, (c) molécula de anclaje, (d) capa

polimérica, (e) superficie.

FIG. 4 Reaccion de amplificacion-marcaje de los productos de ligacion.

Oligonucledtido discriminante (OD) y oligonucleétido comuan (OC).

FIG. 5 Amplificacion en disolucion (1), amplificacién en fase sélida (Il) y amplificacion
del producto de ligacién anclado (lll): (a) Producto de ligacion, (b) Cebador, (c)
Producto de amplificacion marcado, (d) Superficie, (e) Cebador anclado, (f) Producto
de amplificacion marcado e inmovilizado, (g) Producto de ligacién anclado.

FIG. 6 Esquema de la hibridacién de los productos de amplificacion con las sondas
inmovilizadas en la superficie. (I) Reconocimiento positivo y (II) ausencia de
reconocimiento. (a) Superficie, (b) sondas ancladas en la superficie, (¢) producto de

amplificaciéon marcado.
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FIG. 7 Esquema de disposicién de las sondas en formato de micromatriz sobre un

disco optico.

FIG. 8 (1) Principio de lectura por reflexién de los productos formados en la superficie
del disco utilizando lectores/grabadores de discos compactos. (II) Registros de
variacion de la intensidad del haz en funcién de la posicion en el disco. (a) Disco

optico, (b) lector, (c) haz de luz emitido, (d) haz de luz reflejado, (e) producto formado.

FIG. 9 Esquema del procedimiento ejemplo | para el genotipado de SNPs.

FIG. 10 Imégenes de resultados de los ensayos. Izquierda: Matriz de sondas ancladas
sobre el DVD. Centro: Imagen resultante del ejemplo | para sondas del alelo 1(4
puntos/gen). Derecha: Imagen resultante del ensayo 1 para sondas del alelo 2 (4
puntos/gen). Los resultados de este ejemplo son: genl:GG, gen2:CT, gen3:AG,
gen4:CC, gen5:GG, gen6:CC, gen7:AA, gen8:TT, gen9:GG, genl0:AG, genll:AA,
genl2:CC, genl3:CT, genl4:CG, genl5:AG, genl6:CT, genl7:GG, genl8:AG,
genl9:CG, gen20:CC, gen21:GG, gen22:CC, gen23:CC, gen24:TT. Control positivo:
Sonda marcada con digoxigenina. Control negativo: Sonda que no es reconocida por

ninguno de los productos de amplificacion.

FIG. 11 Esquema del procedimiento del ejemplo Il para el genotipado de SNPs.

FIG. 12 Imagenes de resultados del ejemplo Il. Izquierda: Matriz de sondas ancladas
sobre el DVD. Centro: Imagen resultante del ensayo 2 para sondas del alelo 1 (4
puntos/gen). Derecha: Imagen resultante del ensayo 2 para sondas del alelo 2 (4
puntos/gen). Los resultados de este ejemplo son: genl:AG, gen2:TT, gen3:AG,
gend.GG, gen5:AA, gen6:GG, gen7:GG, gen8:CA, gen9:GG, genl0:GG, genll:AA,
genl2:CC, genl3:CG, genl4d:AG, genl5:AA, genl6:CT, genl7:GG, genl8:CT. Control
positivo: Sonda marcada con digoxigenina. Control negativo: Sonda que no es

reconocida

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencion mediante ensayos realizados por los

inventores, demostrando la viabilidad y la efectividad del producto de la invencion.
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Ejemplo 1: Genotipado de SNPs mediante ligacion, amplificaciéon por PCR e

hibridacion con sondas universales ancladas sobre disco optico

La muestra de ADN se obtiene a partir de frotis bucal. Para cada muestra se llevan a
cabo dos reacciones de discriminacion alélica (A y B) que difieren en los
oligonucledtidos discriminantes empleados para cada SNP. Se emplean discos DVD-
R de 12 cm de diametro como soporte de ensayo y un lector/grabador de DVDs como

detector. El protocolo de ensayo comprende varias etapas (Figura 9).

En la discriminacion alélica, se distinguen los siguientes pasos:

- Desnaturalizacion del ADN. Se afiaden 10-100 ng de ADN genémico al tampon
de reaccion y se incuba a 95 °C durante 5 min.

- Hibridacion de los oligonucleétidos con el ADN molde. Para cada polimorfismo
se afiade un oligonucleétido OD, con una secuencia alelo-especifica y una cola para
la amplificacion universal, SEQ ID NO: 6, 7, 10, 11, 14, 15, 18, 19, 22, 23, 26, 27, 30,
31, 34, 35, 38, 39, 42, 43, 46, 47, 50, 51, 54, 55, 58, 59, 62, 63, 66, 67, 70, 71, 74, 75,
78, 79, 82, 83, 86, 87, 90, 91, 94, 95, 98 y 99 (Tabla 2). Ademas se afiade para cada
polimorfismo, un oligonucleétido OC cuya secuencia posee una regiéon en el extremo
3’ especifica del gen, una region central para la hibridacién con sondas universales y
una region en el extremo 5’ para la amplificacion universal, SEQ ID NO: 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84, 88, 92, 96 y 100 (Tabla 2).
La hibridacion tiene lugar a 60°C durante 7 minutos.

- Ligacion de los oligonucleétidos. Se afiade una disolucién que contiene la
enzima Ligasa 65 (MRC-Holland). Se mantiene a 60°C durante 7 minutos y se

inactiva mediante tratamiento térmico (5 minutos a 98°C).

La reaccién de amplificacion tiene lugar mediante PCR con una pareja de cebadores
universales que hibridan con las colas incorporadas en los oligonucleétidos ligados.
En la reaccion de amplificacion A, se emplean los cebadores SEQ ID NO: 1y SEQ ID
NO: 4, y en la reaccion B, los cebadores SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4. La mezcla de
reactivos empleada contiene tampdn de amplificacion, enzima polimerasa, nucledétidos
y cebadores universales, estando los cebadores SEQ ID NO: 1 y 2 marcados con
digoxigenina en el extremo 5'. La disolucién que contiene los productos de ligacién se
afiade a la mezcla de reactivos y se aplica el programa de temperaturas. No se

requiere ningun paso de purificacibn o marcaje posterior.
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El anclaje de las sondas, funcionalizadas con biotina, se realiza via adsorcion indirecta
(estreptavidina/biotina) sobre la cara de policarbonato del DVD-R en la que incidira el
laser del lector/grabador de DVDs. Las sondas son genéricas, es decir, no presentes
en el genoma diana, pero complementarias a la cola presente en el oligo OC de cada
gen y polimorfismo SEQ ID NO: 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61,
65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93y 97 (Tabla 2).

La hibridacién de los productos amplificados con las sondas se realiza diluyendo 1/10
los productos en tampon de hibridacion (tampén citrato sédico salino 65 mM, pH 7 y
25% de formamida). Las disoluciones de cada reaccion de discriminacion (A 'y B) se
hibridan en su correspondiente micromatriz de sondas. El proceso se lleva a cabo en

estufa a 37°C durante una hora.

El revelado se realiza por incubacién del disco con un anticuerpo de oveja anti-
digoxigenina (abcam, ab64509) y un anticuerpo anti-oveja marcado con la enzima
peroxidasa (HRP) (abcam, ab6747) en tampon fosfato salino 100 mM, pH 7,5, durante
30 minutos a temperatura ambiente. Tras afadir disolucion de 3,3,5,5-
tetrametilbencidina se forma un precipitado que sera detectado al leer el disco con un

lector/grabador de DVDs, registrando la variacion de intensidad del haz reflejado.

La figura 10 muestra la imagen resultante del genotipado simultaneo de 24 SNPs de
un individuo. El formato de la matriz de sondas presenta un disefio con 26 sondas (24

genes y 2 controles) con 4 réplicas de cada una.

Tabla 2: Listado de oligonucledétidos utilizados para el genotipado mediante ligacion,
amplificaciébn por PCR e hibridacién con sondas universales ancladas sobre disco
DVD (Ejemplo 1: 24 genes)

Gen Sonda OD-A OD-B oC
(cbdigo rs) (SEQ ID NO:) | (SEQ ID NO:) | (SEQ ID NO:) | (SEQ ID NO:)
ABCB1

(rs1045642) 5 6 7 8
CYP2C19*17

(rs12248560) 9 10 11 12
COMT

(rs4680) 13 14 15 16
CYP2C9*3

(rs1057910) 17 18 19 20
CYP2D6

(rs3892097) 21 22 23 24
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DRD2

(rs6277) 25 26 27 28
CYP2D6*41/69

(rs28371725) 29 30 31 32
DRD2;ANKK1

(rs1800497) 33 34 35 36
CYP3A5

(rs776746) 37 38 39 40
OPRM1

(rs1799971) 41 42 43 44
GRIK2

(rs2518224) 45 46 47 48
GSK3B

(rs13321783) 49 50 51 52
CYP2C9*2

(rs1799853) 53 54 55 56
LPHNS3

(rs2345039) 57 58 59 60
LPHNS3 (

rs6551665) 61 62 63 64
MTHFR

(rs1801133) 65 66 67 68
CHRNA5

(rs1696996) 69 70 71 72
RGS4

(rs2661319) 73 74 75 76
ADRA2A

(rs1800544) 77 78 79 80
LOC729622

(rs4675690) 81 82 83 84
IC

(control interno) 85 86 87 88
GNB3

(rs5443) 89 90 91 92
DRDA4

(rs11246226) 93 94 95 96
SL6CA2

(rs5569) 97 98 99 100

Ejemplo 2: Genotipado de SNPs mediante ligacién en fase sélida sobre disco

Optico

La muestra de ADN se obtiene a partir de suero sanguineo. Para cada muestra se

llevan a cabo dos reacciones de discriminacion alélica (A y B), en dos zonas

diferentes del disco. Se emplean discos Opticos tipo discos versétiles digitales de 12

cm de diametro (DVD-R) como soporte de ensayo y un lector/grabador de DVDs como

detector. El protocolo posee diferentes pasos (Figura 11). Comienza con una reaccion

de ligacion en fase solida en la zona del disco que contiene inmovilizados cada uno de
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los oligonucledtidos discriminantes. Posteriormente, se realiza una amplificacion
dispensando sobre el disco uno o dos de los cebadores universales que poseen las
mismas secuencias 0 complementarias reversas a las colas de los OD y OC,

respectivamente.

Para ello, se realiza la desnaturalizacion del ADN, mezclando el extracto de ADN
genomico con el tampon de reaccion e incubando a 95 °C durante 5 min v,
posteriormente, se dispensa sobre la micromatriz de un disco DVD con los
oligonucledtidos OD (Tabla 3). Estos poseen el extremo 5 fosforilado y estan
anclados via covalente en la superficie del disco a través de su extremo 3’y un grupo
amino, siguiendo un formato de micromatriz. También se afiaden los oligonucleotidos
comunes (OC), listados en tabla 3, y la enzima Ligasa 65, incubandose a 60°C
durante al menos 30 min en agitacion. El posterior ciclo de lavado con tampén fosfato
salino 100 mM, pH 7,5 y agua, elimina el exceso de OC y ADN molde. El resultado de
la reaccion es la formacién de los productos de ligacion en aquellos casos en que se

encuentre el correspondiente alelo.

La amplificacion isoterma tipo RPA se logra dispensando la mezcla que contiene el
tampén de amplificacién, los cebadores universales y los deoxinucleétidos
funcionalizados con biotina. En la reaccion de amplificacion A se emplean los
cebadores SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4, y en la reaccion B los cebadores SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 4. Se incuba durante 60 min a 40°C y se lava con disolucién de
lavado. El posterior revelado se lleva a cabo con anticuerpo anti-biotina conjugado a
nanoparticulas de oro de 10 nm de diametro. Se realiza un revelado metalogréafico
basado en la reaccion de reduccion de iones plata catalizada por oro y la consecuente
formacion de depdésitos de plata metalica sobre la superficie del disco Optico. La
variacién de intensidad del haz reflejado es registrada con un lector/grabador de
DVDs.

La figura 12 muestra la imagen resultante del genotipado simultaneo de 18 SNPs en
una muestra de un mismo individuo. El formato de la matriz presenta un disefio con 20

sondas (18 genes y 2 controles) y 4 réplicas de cada una.

Tabla 3: Listado de oligonucleétidos utilizados para el genotipado mediante ligacion y

amplificacién-hibridacion en fase soélida sobre DVD
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Gen OD-A OD-B ocC

(codigo rs) (SEQ ID NO:) (SEQ ID NO:) (SEQ ID NO:)
CASP7
(rs1127687) 101 102 103
ERCC1
(rs11615) 104 105 106
CHRNA5
(rs16969968) 107 108 109
ERCC2
(rs13181) 110 111 112
ABCB1
(rs1045642) 113 114 115
LPHN3
(rs6551665) 116 117 118
DRD4
(rs11246226) 119 120 121
LPHN3
(rs2345039) 122 123 124
OPRM1
(rs1799971) 125 126 127
GRIK2
(rs2518224) 128 129 130
CYP3A4
(rs35599367) 131 132 133
ADRA2A
(rs1800544) 134 135 136
RGS4
(rs2661319) 137 138 139
COMT
(rs4680) 140 141 142
CYP3A5
(rs776746) 143 144 145
SL6CA2
(rs5569) 146 147 148
IC
(control interno) 149 150 151
VKORC1
(rs9923231) 152 153 154
RESULTADOS:

El método de la presente invencion resuelve ventajosamente el problema del

genotipado de polimorfismo y/o mutaciones que las aproximaciones previas conocidas

por el experto en la materia, basadas en hibridacién alelo-especifica combinada con

tecnologia de disco compacto (0 no) o que las aproximaciones basadas en ligacion

combinadas con electroforesis capilar, técnicas de microscopia 6ptica, escaneres de

fluorescencia u otros instrumentos. Respecto a las primeras se mejora el nimero de

polimorfismos genotipados, condiciones de trabajo, flexibilidad del sistema, etc., y en
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comparacion con las segundas, se trata de un sistema de medida sencillo, barato,

portatil y, con gran capacidad de trabajo.
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REIVINDICACIONES

1. Método de deteccion de al menos un polimorfismo genético u otra mutacion,

preferiblemente de polimorfismo de un Unico nucle6tido (SNP), en una muestra
aislada de un sujeto que comprende los siguientes pasos:

a. ligacién alelo-especifica entre oligonucledtidos en disolucion o en fase
sélida, donde la ligacién se realiza mediante una ligasa termoestable
durante un tiempo de entre 5 a 15 minutos y posteriormente se inactiva la
ligasa;

b. amplificacién de al menos un producto de ligacién obtenido en el paso (a),
donde la amplificacion se realiza utilizando al menos un cebador universal
en disolucion o en fase solida;

c. hibridacion de al menos un producto amplificado obtenido en el paso (b)
con al menos una sonda, donde la sonda esté fijjada en una superficie; y

d. deteccion del polimorfismo y/o mutacion del producto obtenido en el paso

(o),

donde la etapa (b) de amplificacion se realiza posteriormente a la etapa (a) de
ligacion.

Método segun la reivindicacion 1 donde los polimorfismos y/o mutaciones
detectados simultaneamente son entre 5 y 200; preferiblemente son entre 15 y
100.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde cada ligacion del
paso (a) se realiza mediante al menos un oligonucledtido discriminante y un

oligonucledétido comun.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la ligacion tiene lugar
en fase sdlida, y al menos uno de los oligonuclettidos esta anclado en la

superficie.
Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde en el paso (a) de la

ligacion la inactivacion se lleva a cabo a 95-99 °C, preferiblemente a 98°C, durante

entre 3-10 minutos, preferiblemente 5 minutos.
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde la amplificacion del
paso (b) se realiza mediante reaccion en cadena de la polimerasa y/o reaccion de
amplificaciéon isoterma, preferiblemente amplificacion recombinasa polimerasa o

amplificacién por desplazamiento de hebra, en fase solida.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la amplificacion del
paso (b) se realiza utilizando nucle6tidos marcados y/o cebadores marcados;

preferiblemente los marcadores son antigenos, particulas o fluoréforos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde los oligonucleétidos,
sondas y/o cebadores anclados sobre la superficie son especificos, genéricos o

comprenden una region especifica y una genérica.

Método segun la reivindicacién 8 donde el anclaje sobre la superficie se realiza, en

formato de micromatriz, preferiblemente ademas incluye controles.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde la superficie en la
gue se anclan los oligonucleétidos, sondas, y/o cebadores, es un disco éptico o
disco compacto, y la deteccién (paso (d)) se realiza utilizando lectores de disco

Optico o disco compacto.

Método segun la reivindicacién 10 donde los discos se seleccionan de la lista que
consiste en: CD, DVD, Blu-ray, sin modificar o modificada, que preferiblemente

comprenden superficies tratadas o discos 6pticos multicapa.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11 donde la deteccion se
realiza de una particula, un depdsito metalografico, un depdsito enzimatico o un

compuesto coloreado.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 donde el sujeto es un
organismo, mezcla de organismos o0 sus derivados, preferiblemente es un

humano.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 donde la muestra aislada

se selecciona de la lista que consiste en: sangre, suero, plasma, linfa, orina, saliva,
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lavado broncoalveolar, esputo, liquido pleural, liquido cefalorraquideo, liquido

sinovial, tejido y secrecion lacrimal.

15. Método segun la reivindicacién 14 donde la muestra es fresca, congelada, fijada o

fijada y embebida en parafina.
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FIG. 5

FIG. 6

(b)

31



ES 2 546 565 B2

FIG. 7
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FIG. 10

Matriz sondas Imagen A Imagen B

21 22 \(23 (24 (Cx
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FIG. 12
Matriz sondas Imagen A Imagen B
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Universitat Politécnica de Valéncia
<120> Método de genotipado simultaneo de polimorfismos y/o mutaciones
<130> ES1598.58
<160> 154

<170> Patentln version 3.5

<210> 1
<211> 18
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cola en oligonucleotido empleado en la ligacion para permitir
amplificacion universal. Cebador para amplificacién universal

<400> 1

acttcgtcag taacggac 18
<210> 2

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cola en oligonucledtido empleado en la ligacién para permitir
amplificacion universal. Cebador para amplificacioéon universal

<400> 2

gagtcgaggt catatcgt 18
<210> 3

<211> 17

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cola introducida en oligonucledtido empleado en la ligacidén para
permitir amplificacion universal

<400> 3

tctgcctata gtgagtc 17
<210> 4

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para la amplificacion universal

<400> 4

gactcactat aggcagac 18
<210> 5

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
Pagina 1
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<223> Sonda para ABCB1l (rs1045642)

<400> 5
ccgtcgagtc gggctgctgt tgcaa

<210> 6

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para ABCB1 (rs1045642)

<400> 6
acttcgtcag taacggacgg gtggtgtcac aggaagagat t

<210> 7

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para ABCB1 (rsl1045642)

<400> 7
gagtcgaggt catatcgtgg gtggtgtcac aggaagagat c

<210> 8

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0OC para ABCBl (rsl1045642)

<400> 8
gtgagggcag caaaggaggc caacatttgc aacagcagcc cgactcgacg ggtctgccta

tagtgagtc

<210> 9

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CYP2C19*17 (rs12248560)

<400> 9
gaccccaact tgacacgtcg caagg

<210> 10

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para CYP2C19*17 (rs12248560)

<400> 10
acttcgtcag taacggacgc gcattatctc ttacatcaga gata

<210> 11
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<211> 44
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para CYP2C19*17 (rs12248560)

<400> 11
gagtcgaggt catatcgtgc gcattatctc ttacatcaga gatg

<210> 12

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0C para CYP2C19*17 (rs12248560)

<400> 12
ctttgagaac agaagacaca aatccttgcg acgtgtcaag ttggggtcgt ctgcctatag

tgagtc

<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para COMT (rs4680)

<400> 13
cttgagcgat gacggacggg aaaag

<210> 14

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para COMT (rs4680)

<400> 14
acttcgtcag taacggacgg catgcacacc ttgtccttca c

<210> 15

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para COMT (rs4680)

<400> 15
gagtcgaggt catatcgtgg catgcacacc ttgtccttca t

<210> 16

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para COMT (rs4680)
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<400> 16
gccagcgaaa tccaccatcc gctgcttttc ccgtccgtca tcgctcaagg tctgcctata

gtgagtc

<210> 17

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CYP2C9*3 (rs1057910)

<400> 17
ggagagtttg gcgcgaccct aacct

<210> 18

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para CYP2C9*3 (rs1057910)

<400> 18
acttcgtcag taacggacgc tggtggggag aaggtcaat

<210> 19

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para CYP2C9*3 (rs1057910)

<400> 19
gagtcgaggt catatcgtgc tggtggggag aaggtcaag

<210> 20

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0C para CYP2C9*3 (rsl1057910)

<400> 20
gtatctctgg acctcgtgca caggttaggg tcgcgccaaa ctctccgtct gcctatagtg

agtc

<210> 21

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CYP2D6 (rs3892097)

<400> 21
gtggtccatc acaaacaggg agtcg

<210> 22
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42

DNA

Secuencia artificial

OD-A para CYP2D6 (rs3892097)

22

acttcgtcag taacggacct tacccgcatc tcccaccccc aa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

42

DNA

Secuencia artificial

OD-B para CYP2D6 (rs3892097)
23

gagtcgaggt catatcgtct tacccgcatc tcccaccccc ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gacgcccctt tcgccccaac ggtcgactcc ctgtttgtga tggaccacgt ctgcctatag

tgagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24
66
DNA
Secuencia artificial

OC para CYP2D6 (rs3892097)
24

25
25
DNA
Secuencia artificial

Sonda para DRD2 (rs6277)
25

gacgattggc ggcactggct atcgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26
38
DNA
Secuencia artificial

OD-A para DRD2 (rs6277)
26

acttcgtcag taacggacct ggtttggcgg ggctgtca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

27

39

DNA

Secuencia artificial

OD-B para DRD2 (rs6277)
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<400> 27
gagtcgaggt catatcgtgc tggtttggcg gggctgtcg

<210> 28

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para DRD2 (rs6277)

<400> 28
ggagtgctgt ggagaccatg cgatagccag tgccgccaat cgtcgtctge ctatagtgag

tc

<210> 29

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CYP2D6*41/69 (rs28371725)

<400> 29
cgttgtggta gcggcactgg tggtg

<210> 30

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para CYP2D6*41/69 (rs28371725)

<400> 30
acttcgtcag taacggacgc ccccgcctgt acccttt

<210> 31

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para CYP2D6*41/69 (rs28371725)

<400> 31
gagtcgaggt catatcgtgc ccccgectgt acccttc

<210> 32

<211> 63

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para CYP2D6*41/69 (rs28371725)

<400> 32
ctccctcgge ccctgecactg caccaccagt gccgctacca caacggtctg cctatagtga

gtc

<210> 33
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<400>
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25

DNA

Secuencia artificial

Sonda para DRD2;ANKK1 (rs1800497)

33

atcttgcgcg gcagctcgtc gaccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

37

DNA

Secuencia artificial

OD-A para DRD2;ANKK1 (rs1800497)
34

acttcgtcag taacggacgc agctgggcgc ctgcctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

37

DNA

Secuencia artificial

OD-B para DRD2;ANKK1 (rs1800497)
35

gagtcgaggt catatcgtgc agctgggcgc ctgcctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

63

DNA

Secuencia artificial

OC para DRD2;ANKK1 (rs1800497)
36

gaccagcact ttgaggatgg cggtcgacga gctgccgcgc aagatgtctg cctatagtga

gtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

25

DNA

Secuencia artificial

Sonda para CYP3A5 (rs776746)
37

ccggtcgatc gtggtgttcg cggct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

38

39

DNA

Secuencia artificial

OD-A para CYP3A5 (rs776746)

Pagina 7

25

37

37

60
63

25



ES 2 546 565 B2

<400> 38
acttcgtcag taacggacaa gagctctttt gtctttcaa

<210> 39

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para CYP3A5 (rs776746)

<400> 39
gagtcgaggt catatcgtaa gagctctttt gtctttcag

<210> 40

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0C para CYP3A5 (rs776746)

<400> 40
tatctcttcc ctgtttggac cacaagccgc gaacaccacg atcgaccggg tctgcctata

gtgagtc

<210> 41

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para OPRM1 (rsl1799971)

<400> 41
accgcgcaaa tggacagtgt ggcca

<210> 42

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para OPRM1 (rs1799971)

<400> 42
acttcgtcag taacggacgg tcaacttgtc ccacttagat ggca

<210> 43

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para OPRM1 (rsl1799971)

<400> 43
gagtcgaggt catatcgtgg tcaacttgtc ccacttagat ggcg

<210> 44
<211> 66
<212> DNA
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0OC para OPRM1 (rs1799971)

<400> 44
acctgtccga cccatgcggt ccgtggccac actgtccatt tgcgcggtgt ctgcctatag

tgagtc

<210> 45

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para GRIK2 (rs2518224)

<400> 45
gtggtgtgcc agccgtcggt gccat

<210> 46

<211> 46

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para GRIK2 (rs2518224)

<400> 46
acttcgtcag taacggacgt cctcgtgaag aactcattta tccaca

<210> 47

<211> 46

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B

<400> 47
gagtcgaggt catatcgtgt cctcgtgaag aactcattta tccacc

<210> 48

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0C para GRIK2 (rs2518224)

<400> 48
tggagtaggt attaccatgt caaaatggca ccgacggctg gcacaccacg tctgcctata

gtgagtc

<210> 49

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para GSK3B (rs13321783)

Pagina 9
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<400> 49
gttgggtata tctcccggcg atcgc

<210> 50

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para GSK3B (rs13321783)

<400> 50
acttcgtcag taacggacca tcacaagcca agatttcctt cat

<210> 51

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para GSK3B (rs13321783)

<400> 51
gagtcgaggt catatcgtca tcacaagcca agatttcctt cac

<210> 52

<211> 71

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0C para GSK3B (rs13321783)

<400> 52
actgtcttaa tatcttatac atcaaatagc gatcgccggg agatataccc aacgtctgcc

tatagtgagt c

<210> 53

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CYP2C9*2 (rsl1799853)

<400> 53
gagtctgacg ccgcccactt cgact

<210> 54

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para CYP2C9*2 (rsl1799853)

<400> 54
acttcgtcag taacggaccg ggcttcctct tgaacaca

<210> 55
<211> 38
<212> DNA
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<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 546 565 B2

Secuencia artificial

OD-B para CYP2C9*2 (rs1799853)
55

gagtcgaggt catatcgtcg ggcttcctct tgaacacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gtcctcaatg ctcctcttcc cagtcgaagt gggcggcgtc agactcgtct gcctatagtg

agtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56

64

DNA

Secuencia artificial

OC para CYP2C9*2 (rsl1799853)
56

57

25

DNA

Secuencia artificial

Sonda para LPHN3 (rs2345039)
57

ccaaacgcac cccaacctgt ccgga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58
46
DNA
Secuencia artificial

OD-A para LPHN3 (rs2345039)
58

acttcgtcag taacggacgt gatttccttt ttctcacacc cttctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59

46

DNA

Secuencia artificial

OD-B para LPHN3 (rs2345039)
59

gagtcgaggt catatcgtgt gatttccttt ttctcacacc cttctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctctgatctc ctacctcttt cctccggaca ggttggggtg cgtttgggtc tgcctatagt

60

65

DNA

Secuencia artificial

OC para LPHN3 (rs2345039)

60
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gagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 546 565 B2

61

25

DNA

Secuencia artificial

Sonda para LPHN3 (rs6551665)
61

ggattgcacc gtcagcacca ccgag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62

43

DNA

Secuencia artificial

OD-A para LPHN3 (rs6551665)
62

acttcgtcag taacggacga tatttttgtc acaatgagag gta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

43

DNA

Secuencia artificial

OD-B para LPHN3 (rs6551665)
63

gagtcgaggt catatcgtga tatttttgtc acaatgagag gtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gtgagtgcta ctggcatcta gtgtgctcgg tggtgctgac ggtgcaatcc gtctgcctat

64
68
DNA
Secuencia artificial

OC para LPHN3 (rs6551665)
64

agtgagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65
25
DNA
Secuencia artificial

Sonda para MTHFR (rs1801133)
65

tcgacaaccc ggttggagga ttcag

<210>
<211>
<212>

66
40
DNA

Pagina 12
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para MTHFR (rs1801133)

<400> 66
acttcgtcag taacggacag gagaaggtgt ctgcgggagc

<210> 67

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para MTHFR (rs1801133)

<400> 67
gagtcgaggt catatcgtag gagaaggtgt ctgcgggagt

<210> 68

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0C para MTHFR (rs1801133)

<400> 68
cgatttcatc atcacgcagc ttctgaatcc tccaaccggg ttgtcgagtc tgcctatagt

gagtc

<210> 69

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para CHRNA5 (rs1696996)

<400> 69
cggcggtgge attgtcactg ctgct

<210> 70

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para CHRNA5 (rs1696996)

<400> 70
acttcgtcag taacggacac attggaagct gcgctca

<210> 71

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para CHRNA5 (rs1696996)

<400> 71
gagtcgaggt catatcgtac attggaagct gcgctcg
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<210> 72

<211> 69

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para CHRNA5 (rs1696996)

<400> 72
attctattcg ctacattaca agacacagca gcagtgacaa tgccaccgcc ggtctgccta 60

tagtgagtc 69

<210> 73

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para RGS4 (rs2661319)

<400> 73
gtcgggggta tcgcgttgect ctacg 25

<210> 74

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para RGS4 (rs2661319)

<400> 74
acttcgtcag taacggacgc accaccacac ggaaagca 38

<210> 75

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para RGS4 (rs2661319)

<400> 75
gagtcgaggt catatcgtgc accaccacac ggaaagcg 38

<210> 76

<211> 66

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para RGS4 (rs2661319)

<400> 76
tagtgccttt ctgatgatgg agccgtagag caacgcgata cccccgacgt ctgcctatag 60

tgagtc 66

<210> 77
<211> 25
<212> DNA

Pagina 14
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para ADRA2A (rs1800544)

<400> 77
ccgtaccctt ccgctggaga tttac

<210> 78

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-A para ADRA2A (rs1800544)

<400> 78
acttcgtcag taacggactg cgttctgctc cgtcggcccc

<210> 79

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para ADRA2A (rs1800544)

<400> 79
gagtcgaggt catatcgttg cgttctgctc cgtcggcccg

<210> 80

<211> 64

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para ADRA2A (rs1800544)

<400> 80
gagctgcatg gccaactccc agtaaatctc cagcggaagg gtacgggtct gcctatagtg

agtc

<210> 81

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para LOC729622 (rs4675690)

<400> 81
tcgaattctc ggtgtccgcg ggcga

<210> 82

<211> 45

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para L0OC729622 (rs4675690)

<400> 82
acttcgtcag taacggactg ttagatgctg aaacacaaaa aaaga
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<210> 83

<211> 47

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para LOC729622 (rs4675690)

<400> 83
gagtcgaggt catatcgttg ttagatgctg aaacacaaaa aaagaac

<210> 84

<211> 67

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para LOC729622 (rs4675690)

<400> 84
gaaacagaac agatcagaca aaaatcgccc gcggacaccg agaattcgag tctgcctata

gtgagtc

<210> 85

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para IC (control interno)

<400> 85
cgacgcgggc ttggtacgtt tgggg

<210> 86

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para IC (control interno)

<400> 86
acttcgtcag taacggacag taaacaaagc ccctgcatga gaa

<210> 87

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para IC (control interno)

<400> 87
gagtcgaggt catatcgtag taaacaaagc ccctgcatga gag

<210> 88

<211> 65

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> O0OC para IC (control interno)

<400> 88
aaatgcttcc cacactcatc gcccccaaac gtaccaagcc cgcgtcggtc tgcctatagt 60

gagtc 65

<210> 89

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para GNB3 (rs5443)

<400> 89
Cccaaaagctt tacgccagcg ccgaa 25

<210> 90

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para GNB3 (rs5443)

<400> 90
acttcgtcag taacggacga tcatctgcgg catcacgtct 40

<210> 91

<211> 40

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para GNB3 (rs5443)

<400> 91
gagtcgaggt catatcgtga tcatctgcgg catcacgtcc 40

<210> 92

<211> 61

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para GNB3 (rsb5443)

<400> 92
gtggccttct ccctcagttt cggcgectgge gtaaagcttt tgggtctgcc tatagtgagt 60

C 61

<210> 93

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para DRD4 (rsl11246226)

<400> 93
ggtgcttgca gtgctcgggc ccaac 25
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<210> 94

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para DRD4 (rs11246226)

<400> 94
acttcgtcag taacggacgc ttgctgtggg gcttgggt

<210> 95

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para DRD4 (rs11246226)

<400> 95
gagtcgaggt catatcgtgc ttgctgtggg gcttgggg

<210> 96

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0OC para DRD4 (rsl11246226)

<400> 96
catcctctgg ccagggactg ttgggcccga gcactgcaag caccgtctgc ctatagtgag

tc

<210> 97

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda para SL6CA2 (rsb5569)

<400> 97
gatcggccgg tgaagcgaaa ggttc

<210> 98

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para SL6CA2 (rs5569)

<400> 98
acttcgtcag taacggacgg aggcatggag gctgtcatca ca

<210> 99

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> OD-B para SL6CA2 (rs5569)

<400> 99
gagtcgaggt catatcgtgg aggcatggag gctgtcatca cg

<210> 100

<211> 63

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0C para SL6CA2 (rsb5569)

<400> 100
ggcctggcag atgacttcca gaacctttcg cttcaccggc cgatcgtctg cctatagtga

gtc

<210> 101

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para CASP7 (rsl1127687)

<400> 101
acttcgtcag taacggacaa aatggagcca tgacaagaac aaaa

<210> 102

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para CASP7 (rsl1127687)

<400> 102
gagtcgaggt catatcgtaa aatggagcca tgacaagaac aaag

<210> 103

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0C para CASP7 (rsl1127687)

<400> 103
ccactgactg agatggagtg agctggtctg cctatagtga gtc

<210> 104

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para ERCCL (rs11615)

<400> 104
acttcgtcag taacggaccc cgtactgaag ttcgtgcgca at
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<210> 105

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para ERCC1 (rs11615)

<400> 105
gagtcgaggt catatcgtcc cgtactgaag ttcgtgcgca ac

<210> 106

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para ERCC1 (rsl1l1615)

<400> 106
gtgccctggg aatttggcga gtctgectat agtgagtc

<210> 107

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para CHRNA5 (rs16969968)

<400> 107
acttcgtcag taacggacac attggaagct gcgctca

<210> 108

<211> 37

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para CHRNA5 (rs16969968)

<400> 108
gagtcgaggt catatcgtac attggaagct gcgctcg

<210> 109

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 0C para CHRNA5 (rs16969968)

<400> 109
attctattcg ctacattaca agacacgtct gcctatagtg agtc

<210> 110

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para ERCC2 (rs13181)

<400> 110
Pagina 20
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acttcgtcag taacggacag caatctgctc tatcctctt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

111

39

DNA

Secuencia artificial

OD-B para ERCC2 (rs13181)
111

gagtcgaggt catatcgtag caatctgctc tatcctctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

112

42

DNA

Secuencia artificial

OC para ERCC2 (rs13181)
112

cagcgtctcc tctgattcta gctggtctge ctatagtgag tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

113

41

DNA

Secuencia artificial

OD-A para ABCB1l (rs1045642)
113

acttcgtcag taacggacgg gtggtgtcac aggaagagat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

114

41

DNA

Secuencia artificial

OD-B para ABCB1 (rs1045642)
114

gagtcgaggt catatcgtgg gtggtgtcac aggaagagat c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

42

DNA

Secuencia artificial

OC para ABCB1 (rs1045642)
115

tatctcttcc ctgtttggac cacagtctgc ctatagtgag tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

116

43

DNA

Secuencia artificial
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<223> OD-A para LPHN3 (rs6551665)

<400> 116
acttcgtcag taacggacga tatttttgtc acaatgagag gta

<210> 117

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-B para LPHN3 (rs6551665)

<400> 117
gagtcgaggt catatcgtga tatttttgtc acaatgagag gtg

<210> 118

<211> 44

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para LPHN3 (rs6551665)

<400> 118
gtgagggcag caaaggaggc caacatgtct gcctatagtg agtc

<210> 119

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para DRD4 (rs11246226)

<400> 119
acttcgtcag taacggacgc ttgctgtggg gcttgggt

<210> 120

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para DRD4 (rsl11246226)

<400> 120
gagtcgaggt catatcgtgc ttgctgtggg gcttgggg

<210> 121

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para DRD4 (rsl11246226)

<400> 121
gtgagtgcta ctggcatcta gtgtggtctg cctatagtga gtc

<210> 122
<211> 46
<212> DNA
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<213>

<220>
<223>

<400>

acttcgtcag taacggacgt gatttccttt ttctcacacc cttctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gagtcgaggt catatcgtgt gatttccttt ttctcacacc cttctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 546 565 B2

Secuencia artificial

OD-A para LPHN3 (rs2345039)
122

123
46
DNA
Secuencia artificial

OD-B para LPHN3 (rs2345039)
123

124

37

DNA

Secuencia artificial

OC para LPHN3 (rs2345039)
124

catcctctgg ccagggactg tctgcctata gtgagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

125
44
DNA
Secuencia artificial

OD-A para OPRM1 (rs1799971)
125

acttcgtcag taacggacgg tcaacttgtc ccacttagat ggca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

126
44
DNA
Secuencia artificial

OD-B para OPRM1 (rs1799971)
126

gagtcgaggt catatcgtgg tcaacttgtc ccacttagat ggcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

127
40
DNA
Secuencia artificial

OC para OPRM1 (rs1799971)
127

ctctgatctc ctacctcttt ccgtctgcct atagtgagtc
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

acttcgtcag taacggacgt cctcgtgaag aactcattta tccaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gagtcgaggt catatcgtgt cctcgtgaag aactcattta tccacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 546 565 B2

128
46
DNA
Secuencia artificial

OD-A para GRIK2 (rs2518224)
128

129

46

DNA

Secuencia artificial

OD-B para GRIK2 (rs2518224)
129

130

41

DNA

Secuencia artificial

0OC para GRIK2 (rs2518224)
130

acctgtccga cccatgcggt ccggtctgecc tatagtgagt c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

131
40
DNA
Secuencia artificial

OD-A para CYP3A4 (rs35599367)
131

acttcgtcag taacggacca gtgtctccat cacacccagt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

132

39

DNA

Secuencia artificial

OD-B para CYP3A4 (rs35599367)
132

gagtcgaggt catatcgtca gtgtctccat cacacccac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

133

42

DNA

Secuencia artificial

OC para CYP3A4 (rs35599367)

133
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tggagtaggt attaccatgt caaagtctgc ctatagtgag tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

134
40
DNA
Secuencia artificial

OD-A para ADRA2A (rs1800544)
134

acttcgtcag taacggactg cgttctgctc cgtcggcccc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

135
40
DNA
Secuencia artificial

OD-B para ADRA2A (rs1800544)
135

gagtcgaggt catatcgttg cgttctgctc cgtcggcccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

136

43

DNA

Secuencia artificial

OC para ADRA2A (rs1800544)
136

gtagggccag ctgcatcact ggcacgtctg cctatagtga gtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

137

38

DNA

Secuencia artificial

OD-A para RGS4 (rs2661319)
137

acttcgtcag taacggacgc accaccacac ggaaagca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

138
38
DNA
Secuencia artificial

OD-B para RGS4 (rs2661319)
138

gagtcgaggt catatcgtgc accaccacac ggaaagcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

139

39

DNA

Secuencia artificial
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<223> O0OC para RGS4 (rs2661319)

<400> 139
gagctgcatg gccaactccc agtctgccta tagtgagtc

<210> 140

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para COMT (rs4680)

<400> 140
acttcgtcag taacggacgg catgcacacc ttgtccttca c

<210> 141

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para COMT (rs4680)

<400> 141
gagtcgaggt catatcgtgg catgcacacc ttgtccttca t

<210> 142

<211> 41

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para COMT (rs4680)

<400> 142
tagtgccttt ctgatgatgg agcgtctgcc tatagtgagt c

<210> 143

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para CYP3A5 (rs776746)

<400> 143
acttcgtcag taacggacaa gagctctttt gtctttcaa

<210> 144

<211> 39

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-B para CYP3A5 (rs776746)

<400> 144
gagtcgaggt catatcgtaa gagctctttt gtctttcag

<210> 145
<211> 42
<212> DNA
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OC para CYP3A5 (rs776746)

<400> 145
gccagcgaaa tccaccatcc gctggtctge ctatagtgag tc

<210> 146

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OD-A para SL6CA2 (rs5569)

<400> 146
acttcgtcag taacggacgg aggcatggag gctgtcatca ca

<210> 147

<211> 42

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para SL6CA2 (rs5569)

<400> 147
gagtcgaggt catatcgtgg aggcatggag gctgtcatca cg

<210> 148

<211> 38

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0OC para SL6CA2 (rs5569)

<400> 148
ggcctggcag atgacttcca gtctgcctat agtgagtc

<210> 149

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> OD-A para IC (control interno)

<400> 149
acttcgtcag taacggacag taaacaaagc ccctgcatga gaa

<210> 150

<211> 43

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> O0D-B para IC (control interno)

<400> 150
gagtcgaggt catatcgtag taaacaaagc ccctgcatga gag
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 546 565 B2

151
40
DNA
Secuencia artificial

OC para IC (control interno)

151

aaatgcttcc cacactcatc gcgtctgcct atagtgagtc 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

152

39

DNA

Secuencia artificial

OD-A para VKORC1 (rs9923231)
152

acttcgtcag taacggacta ggcgtgagcc accgcaccc 39

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

153

39

DNA

Secuencia artificial

OD-B para VKORC1 (rs9923231)
153

gagtcgaggt catatcgtta ggcgtgagcc accgcacct 39

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

154
38
DNA
Secuencia artificial

OC para para VKORC1 (rs9923231)
154

ggccaatggt tgtttttcag gtctgcctat agtgagtc 38
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531047

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 11.09.2015

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-15

1-15

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201531047

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2015069787 Al (HTG MOLECULAR DIAGNOSTICS INC) 14.05.2015
D02 US 2012028826 Al (FU GLENN K et al.) 02.02.2012
D03 WO 2005001113 A2 (UNIV JEFFERSON et al.) 06.01.2005
D04 HARDENBOL PAUL et al. Highly multiplexed molecular inversion 31.01.2005

probe genotyping: Over 10,000 targeted SNPs genotyped in a
single tube assay. Genome Research February 2005 (02.2005)
VOL: 15 No: 2 Pags: 269-275 ISSN 1088-9051 (ISSN print).

D05 HARDENBOL PAUL et al. Multiplexed genotyping with sequence- 01.06.2003
tagged molecular inversion probes. Nature Biotechnology,
20030601 Nature Publishing Group, US 01.06.2003 VOL: 21

No: 6 P4gs: 673-678 ISSN 1087-0156 Doi: doi:10.1038/nbt821.

2. Declaracién motivada segun 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

La presente solicitud divulga un método de deteccidon simultdnea de una serie de polimorfismos de un Unico nucle6tido
(SNP) mediante la combinacion de técnicas de ligacion, amplificacion, hibridacién y fijacién a una superficie del producto
obtenido e identificacion del polimorfismo.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga un método que contenga las mismas caracteristicas que las
divulgadas en las reivindicaciones 1-15, por lo que el objeto de la invencion comprendido en las mismas cumpliria con el
requisito de novedad tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986.

Los documentos citados en el estado de la técnica muestran distintos ejemplos en los que la combinacion de técnicas de
amplificacion, y la posterior hibridacion con arrays de oligonucleétidos mediante técnicas PCR multiplex, ha demostrado ser
de utilidad para la elaboraciéon de métodos precisos y fiables de genotipado simultaneo masivo de SNPs.

La presente invencion menciona que el efecto técnico a conseguir por la presente invencién seria la obtencion de una
capacidad de multiplexado suficiente (entre 10-100 SNPs) para sacar conclusiones clinicas a partir de los resultados
obtenidos mediante el empleo de técnicas convencionales que incluyen la hibridacion, ligacion, y la detecciéon de la
hibridacion, usando sondas de deteccion unidas a la superficie de arrays. Sin embargo este efecto ya se ha conseguido en
el estado de la técnica con otras técnicas convencionales, por lo que el objeto de las reivindicaciones 1- 15 se consideraria
una realizacion alternativa a lo ya existente, carente de actividad inventiva, y que daria lugar a que las reivindicaciones 1-15
no cumpliesen con lo mencionado en el art. 8 de la ley 11/1986.
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