@

MOLBIOL

Ficha Técnica del “LightCycler”

Seleccion de las Secuencias de las Sondas de
Hibridizacion para ser utilizadas en el “LightCycler”

Por Olfert Landt y Andreas Nitsche, TIB MOLBIOL, Berlin
Traduccion: Adriana A. Giri



1. Introduccion

Objetivo de
esta Ficha

Instrumentos
para el Disefo
dela Sonda

En esa Ficha

La deteccion de determinados productos amplificados con sondas de
hibridizacion permite d andiss en tiempo red de las secuencias amplificadas
apartir de secuencias blanco o target. Por gemplo, durante una reaccion de
amplificacion, este método puede detectar secuencias especificas presentes en
Unica copiaen € DNA gendmico o identificar mutaciones de una Unica base.

Esta Ficha Técnica provee una guia especifica para seleccionar las secuencias
que funcionarén como adecuadas sondas de hibridizacion (ver Seccion 3).
Ademas, creemos que la seleccion puede efectuarse con éxito S lafuncion de
la sonda es comprendida completamente (ver Seccion 2).

Nota: La sdeccion de secuencias que sarviran como sondas de hibridizacion
goropiadas para ser gplicadasd LightCycler no estan dificl como la
extencion de esta Ficha Técnica podria sugerir. En efecto, lamayoriade las
secuencias seleccionadas funcionardn satisfactoriamente como sondas de
hibridizacion, aln cuando las reglas especificas de sdleccion no hayan sdo
Seguidas.

Como ayuda adiciond en la seleccion de secuencias que se utilizardn como
sondas de hibridizaci dn, mencionamaos agunos de los softwar e disponibles
parafacilitar € disefio de sondas (ver Seccion 4).

Use esta Ficha Técnica para gorender mas sobre los siguientes temas:.

Tema Ver
Pagina
Funcion de las Sondas de Hibridizacion en d Andissde 3
Secuencias Especificas
Guiaparad Disefio de Sondas de Hibridizacion 5
Eleccion de Secuencias Blanco Adecuadas parala 6
Sonda
Caracteridticas de las Sondas de Hibridizacion 7
Adecuadas
Congderaciones Especides para la Deteccion de 10
Mutaciones

Software parad Disefio de Sondas de Hibridizacion

@

MOLIECHL



@

2. Funcion de las Sondas de Hibridizacion en el Analisis Kipemil
Especifico de Secuencias

Generalidades

Transferencia
de Energia de
Resonancia
Fluor escente
(TERF)

El mé&odo “ LightCycler” de hibridizacion con sondas utiliza dos sondas
oligonudeotidicas que se hibridizan a secuencias adjacentes d DNA blanco,
en unadisposicion “cabezaacold’. Cada sonda estd marcada con un
colorante fluorescente o fluorocromo digtinto. La interaccion de los dos
fluorocromos puede ocurrir solamente cuando ambos estén unidos ala

molécula blanco.

Cuando las dos sondas estén hibridizadas a sus moléculas blanco, los
fluorocromos se encuentran cercanos entre sl y pueden trandferir energiade

resonancia fluorescente (TERF) entre dlos.

Latransferencia de energia de resonancia fluorescente (TERF) es una
transferencia de energia distancia-dependiente entre dos fluorocromaos

adjacentes Sn laemison de un fotdn. Las condiciones principaes parala
TERF son:
+ Lasmoléculas donadoras y receptoras deben estar en estrecha proximidad
entre si.
El expectro de excitacion dd receptor debe solapar € expectro de emison
del donador (ver figura).
Las orientaciones de los dipolos de transicion dd receptor y ded donador

deben ser gproximadamente parddas.
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I;x-:ltatimﬂ I'ﬂﬁ
.l' | II| IIII
! " / \ Emission
| RN
. | \
~ | \
f \ | \_

450 nm — 750

Continda en la proxima pagina



2. Funcion de las Sondas de Hibridizacion en el Analisis
Especifico de Secuencias

Continuacion

LaTERFen El sguiente esgquemailustra cdmo dos sondas oligonud ectidicas adjacentes
las Sondasde  producen unaemision fluorescente mensurable.
Hibridizacion

hv

|
S
T LR
LTV

EnlaPCR, y durante la etapa de hibridizacion de los cebadores, dos
oligonudedtidos digtintos se hibridizan en digposcion “cabezaacold’ a
regiones adjacentes dd DNA target. En laestructura hibrida los
fluorocromas, que estén unidos directamente alos oligonudedtidos, s2
encuentran muy cercanos entre si. El fluorocromo del donador “F,” (por §.
fluoresceing) es excitado por unafuente de luz externa, pasando un parte de
U energia de excitacion d fluorocromo adjacente ddl aceptor “F»” (por €.
LightCycler-Rojo 640 o 705) (TERF) através de interacciones dipolo-dipalo.
El fluorocromo excitado F, emite unaluz mensurable (a unalongitud de onda
digtinta).
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3. Guia para el Disefio de Sondas de Hibridizacion

Introduccion El andiss mediante sondas de hibridizacion tendra mayor probabilidad de
éxito 9 ladeccion de la secuencia blanco delasonday d disefio delasonda
s harén sguiendo laguia provisa en esta seccion.
Guiaparad Los principios generdes que s utilizan parad disefio de todas las sondas de
Disefio de hibridizacion (por g. tanto para sondas que servirén en cuantificacion como
Todas las las que 2 usaran en andis's de mutaciones) estan resumidos en latabla
Sondas de sguiente. Cada fundamento luego sera discutido con mayor detdle, en esta
Hibridizacion ~ FichaTécnica
Cuando se Usar estos principios Para deta
consderan... lles, ver
Secuencias Situada haciad extremo 3 dela secuencia Seccidn
Blanco blanco. 31
Es necesaria una region que presente una
secuencia“balanceadd’ (por g. que tenga
una digtribucion semgante de las cuatro
bases), que no sea auto-complementaria,
monatona o repetitiva
Sondas Separadas entre Sl con unadiganciade1ab Seccién
bases, 32
No deben contener:
- Secuencias auto-complementarias,
monGtonas o repetitivas,
- Gruposde Gy C en ambos extremos,
- Secuencias demasiado ricas en purines.
No deben hibridizarse alos cebadores
usados en PCR
Deben ser modificadas parano ser
extendidas durante [a PCR;
Las T, deben ser superiores de 5°-10°C
repecto alas Ty, de los cebadores,
Sonda Donadora, extremo 3 marcada con
Fluoresceina (FITC);
Sonda Receptora, extremo 5: marcada con
LightCycler- Rojo 640- o 705.
Consderacio- Ademés de proveer las reglas fundamentales para € disefio de todas las
nes Especiales  sondas (ver temas anteriores), en la Seccion 3.3 de esta guia se discute €
parad Andliss  andiss de mutaciones
de Mutaciones




3.1. Eleccién de Secuencias Blanco Adecuadas para la

Sonda

Introduccién

Posicion dela
Secuencia
Blanco dela
Sonda

Secuencias
Blanco
Adecuadas

Use laguia de esta seccion para degir la secuenciablanco que sera

reconocida por |as sondas.

La secuencia blanco de la sonda debe locdizarse cerca dd extremo 3’ dela
cadenablanco (por g. lo maslgos posble dd sitio de union del cebador 5,

en lamisma cadend). Recomendamos la e eccidn de una secuencia blanco que
sealo mas cercana posble, sin llegar asolgparse, d Sitio de unidn del cebador
en la cadena opuesta (ver dibujo). Esta posicion datiempo pararedizar la
medidas de fluorescencia antes que |os cebadores sean completamente
extendidos y que las sondas sean desplazadas por |a Tag polimerasa.

|Sonda1 | |Sonda2 |

—>

—» —

4_

Las secuencias blanco deberdn tener las Sguientes caracteriticas:

Caracterigicas

Explicacion

Es necesaria una region que presente
una secuencia“baanceada’ (g. que

Una secuencia“balanceadd’ tiende a
unirse alas sondas en manera

tenga una distribucion homogéneade estrecha pero no irreversble

las cuatro bases)

No deben contener secuencias L as secuencias mondtonas 0
monatonas o repetitivas repetitivas tienden aformar hibridos

gue escapan ala deteccion.

No deben contener secuencias auto-
complementarias

L as secuencias auto-complementarias
pueden unirse por los extremos,
formando lazos o loops, lo cud las
hace menos accesbleala
hibridizacion.
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3.2. Caracteristicas de las Sondas de Hibridizacion

Adecuadas

Introduccién

GuiaGeneral
de Secuencias

Use la guia de esta seccion como ayuda parad disefio de sondas de
hibridizacion.

Cuando se disefian |as secuencias de las sondas, evitar las secuencias que
puedan ocasionar problemas de hibridizacion:

Evitar las sondas con

Que pueden causar estos problemas

estetipo de
secuencias...
Secuencias monotonas Formar hibridos que escapan ala deteccion.
O repetitivas
Secuencias auto- Pueden formar lazos o loops o cud reduce la
complementarias disponibilidad de lasonday, en consecuencia,
U s=id.
S las sondas hibridizan entre §, generaran una
sefid congtante que es independiente de la
cantidad de producto amplificado en PCR.
Gruposde Gy Cen Lasonda puede unirse irreversblemente ala
ambos extremaos secuencia blanco.
Secuenciademasiado Tiende a hibridizar débilmente.
ricaen purinas (Gy A)
Secuencias que puedan Pueden formar dimeros cebador-sonda.™

hibridizarse d extremo
3 delos cebadores de
PCR.

Nota: Dado que |as sondas estan presentes en gran
cantidad d inicio delareaccion, € riesgo de que
se dé esta reaccion colaterd es muy devado.

1 Paramayor informacion en como prevenir laformacion de dimeros
cebador-sonda (y dimeros de cebadores), ver Roche Molecular Biochemicals
Technical Note No. 1/99.

Contintia en la proxima pagina

@

MOLIECHL



3.2. Caracteristicas de las Sondas de Hibridizacion

Adecuadas
Continuacion

Tm dela Cuando s disefian sondas de hibridizacion, consulte la guiaresumidaen la
Sonda sguiente tabla para asegurarse que las secuencias de las sondas tengan T,
aoropiadas.

Nota: Parainformacion acerca de los software disponibles parad cdculo de
las T, ver Seccion 4.

GuiasobrelaT,sdela Sonda

Comentarios

Las Ty, delas sondas deben ser
uperiores d menos de 5°-10°C
repecto alas T, delos
cebadores.

Dar tiempo adiciond ala sonda para unirse ala secuencia
blanco antes de ser desplazada por |a Tag polimerasa
Explicacion: Para que sea generada una sefid, las dos
sondas deben estar unidas Smultaneamente d DNA blanco.
Sin embargo, para poder unirse en manera stisfactoriaala
secuencia blanco, las sondas de hibridizacion deberan
competir con los cebadores de PCR paraunirsed DNA
blanco. En esta competencia, |as sondas se encuentran en
dewentqaconsde“dje debido alas sguientes causas
Las sondas de hibridizacion estén presentes auna
concentracion més bgja respecto alos cebadores, y
Apenas € cebador de PCR se une, esinmediatamente
extendido. Adl, la secuencia blanco es rgpidamente
cubierta con los nuevos DNA sintetizados, alin a
temperaturas inferioresa 72°C.
Nota: Para vencer esta desventgja, las Ty, de las sondas de
hibridizacion deben ser mayores a las Ty, de los cebadores.
Ad, las sondas tendréntiempo adiciond paraunirseala
secuencia blanco antes de ser desplazadas por la Tag
polimerasa

Evitar d disefio de sondas
extremamente estables (Tr sonda
10°—20°C > Tpy, cebadores)-

L as sondas extremamente estables pueden interferir con la
reaccion de amplificacion, y reducir lasengibilided del
ensayo.

Ajustar 1a T sonda SEQUN € tipo
de gplicacion en que serd usada
la sonda (cuantificacion o
andiss de mutaciones).

Para cuantificacion, las dos sondas deben poseer Tm
goroximadamenteiguaes.

Paraandliss de mutaciones, la Ty, de la sonda sensora
debe ser inferior ala Ty, de lasondade anclge (para
detdles, ver Seccion 3.3).

Contindia en la préxima pagina
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3.2. Caracteristicas de las Sondas de Hibridizacion
Adecuadas

Continuacion

Eleccién de L os extremos adjacentes de |as sondas de hibridizacion deberan ser marcados
Fluorocromos  con fluorocromos. Use la tabla para eegir los fluorocromos para cada sonda
en manera adecuada.

Para esta Sonda Marcar este Con este Fluorocromo
Extremo
Sonda 1 Extremo 3¢ Huoresceina (FITC, 3FL)
(“donadora’ 0 sonda 59
Sonda 2 Extremo 5¢ - LightCycler-Roo 640, 0
(“receptora’ 0 sonda 3¢ - LightCycler-Rgo 705

Precauciones acerca € Marcado de Sondas

Cuando se procede a marcar una sonda, observe las Sguientes precauciones.

- Noinvertir d marcado de las sondas. Por gemplo, no marcar lasonda 1
(lasondade hibridizacion en 5') con LightCycler-Rojoy lasonda 2 (la
sonda de hibridizacion en 3') con fluoresceina.
Debido alas propiedades de la unidad dptica, solo los derivedos HTC de
la fluoresceina (que contienen puentes disulfuro) producen resultados
confiablesen d LightCycler.

Como Debido aque las Ty, de las sondas son mayores delas Ty, de los cebadores de
Prevenir la PCR, las sondas pueden funcionar como cebadoresy producir sintess de
Extensién de  novo durante laamplificacion. Para prevenir la extension de las sondas

la Sonda durante la PCR, fosforilar d extremo 3’ de la sonda receptora (esta sonda sera

marcada con un colorante LightCycler-Rojo d extremo 5, ver tema anterior).

Nota: El extremo 3 de la sonda donadora serd marcado con fluoresceina (ver
temaanterior) y, de esa manera, no podra ser extendida durante la PCR.

Espacio entre  Cuando las sondas se hibridizan ala secuencia blanco, deben edter |o

las Sonda de suficientemente cercanas entre Sl como para permitir latrandferenciade d

Hibridizacion ~ menos un 50% de laenergia de los fluorocromos. Deje un epacio —entre 1y
5 bases- entre € extremo 3 delasonda 1 (sonda donadora) y d extremo 5'de
lasonda 2 (sonda receptora), en manera de dar espacio alos fluorocromos
ubicados en € extremo de las sondas.
Recomendacion: Durante los experimentosiinicides, dija secuencias blanco
con un espacio de una sola base entre dlas,
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3.3. Consideraciones Especiales para la Deteccion de it
Mutaciones

Introduccién Cuando <e utilizan sondas de hibridizacion para detectar mutaciones, cada
sonda tiene funciones especidizadas. Una sonda (sensora) cubre € Stio
previgto de la mutacion, mientras la otra sonda (de andlge) produce la sefid
fluorescente. Use la guia de esta seccion para obtener informacion adiciona
sobre € disefio de sondas que e utilizaran en la deteccion de mutaciones.

Secuenciade  Lasecuenciade la sonda sensora (que detecta la mutacion) puede reconocer
la Sonda tanto una secuencia natural o wild type (1) como una secuencia mutante (2).
Sensora En ambos casos, tienen diferentes usos:
En experimentos iniciaes, use una sonda sensora que Sea exactamente
complementaria ala secuencia natural (Sn mutaciones) para detectar las
variantes mutantes de esa secuencia.
Nota: Enlamayoriade los casos, una Unica desiguadad entre d Stio
blanco mutante y la sonda sensora causara un cambio de 5°—8°Cenla
curvade fuson dd hibrido de la sonda de deteccion de lamutacion
(respecto alacurvade fuson dd hibrido de la sonda de deteccion del
wild type). Sn embargo, este cambio de temperatura depende de las
secuencias que rodean lamutacion. Por gemplo, uncambioG® A enun
ambiente rico de purinas, podria producir un cambio en lacurvade
gpenas 2°C.
- Use una sonda sensora complementaria a la mutacion para
- Confirmar laexigencia de una mutacion previamente identificada con una
sondadd wild type (ver texto anterior), y
- Descartar lapresencia de otra variante de la secuenciaen d stio blanco.
Nota: Algunas mutaciones prominentes pueden ser inicidmente
identificadas con una sonda especifica para una mutacion. Sin embargo, no
todas |as secuencias blanco traen una segunda, menas prominente, que
pueda ser identificada de esta manera.
Precaucién: Cuando se disefiala sonda sensora para reconocer mutaci ones,
la base desigud puede locdizarse tanto en d medio como haciauno delos
extremos de la sonda. No obstante, evitar que la base desgud quede
adjacente alas 2 Ultimas bases de la sonda.

Puestaa En dgunos casos, 1a hibridizacion entre DNA mutante y sonda puede

Punto de las megorarse mediante uno de los Sguientes procedimientos:

Sondaspara - Diseflando una sonda que reconozca la secuencia complementariade la
Anélissde mutacion.

Mutaciones - Corriendo de pocas bases |a secuencia blanco reconocida por la sonda, asi

la sonda se unira con otra serie de bases en € entorno de lamutacion
Introduciendo deliberadamente bases desigudes en la sonda para reducir
una union fuerte en las regiones adjacentes alamutacion.

10
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3.3. Consideraciones Especiales para la Deteccion de

Mutaciones

Continuacion

Tm delas

Sondaspara
Andlissde
M utaciones

Alterar los
Cebadores
ParaPrevenir
la Formacion
de Dimeros
“Cebador-
Sonda”.

Como yase haexplicado en la Seccidon 3.2, la T, de cuaquier sondade
hibridizacion debe ser mayor ala Ty, delos cebadores de PCR.

Ademés, g las sondas seran utilizadas en andisis de mutaciones, lardacion
delas Ty, delas dos sondas debera ser lasiguiente:

Tn delasonda sensora < Ty, de la sonda de anclge

Explicacion: De esta manera, se asegura que la sonda que cubre € stio dela
mutacion (sonda sensora) mantendra e control en la generacion de la sefid
fluorescente. Ademas, compensa cudquier error end cdculodelaTy, delas
sondas.

Nota: Para asegurarse que la Ty, de lasonda sensora seainferior ala Ty, dela
sonda de anclge

Hacer lasonda de anclgie mas larga que la sonda sensorg, 0

Disefiar la sonda de anclge con un contenido mayor de G/C.

Para prevenir laformacion de dimeros “ cebador-sondd’, la secuenciade las
sondas de hibridizacion nunca debe ser complementariaa la secuenciade los
cebadores. Sin embargo, y en especid paralas sondas que se usan en andisis
de mutaciones, puede no ser posible dterar las secuencias degidas parala
sonda

En esta Stuacion, es preferible dterar la secuencia de los cebadores antes que
la de las sondas. En muchos casos se puede prevenir laformacion de dimeros
cebador-sonda smplemente introduciendo 0 sacando la ditimabase en la
secuencia de los cebadores de PCR.
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4. Software para el Disefio de Sondas de Hibridizacion Fitscmnl

Introduccion L os softwar e son herramientas de gran utilidad parad disefio de secuencias
gue serén usadas como sondas de hibridizacion. En esta seccidn se hace un
breve resimen de dguno de dlos.

Softwarepara - Existen muchos programas disponibles parad disefio de cebadores de
la Seleccion de PCR (por ., ver Seccidn 2.3.2, capitulo C en d “LightCycler Manud del
Secuencias de Operador”). Alguno de ellos pueden ser (tiles en d disefio de sondas de

la Sonda hibridizacion.
- S Ud. redizad andiss de secuencias Sn la ayuda de un sofisticado
software lafuncién “buscar” de un procesador de texto tipo Microsoft
Word le sera ttil asuficiencia. En este caso, busgue las cuatro bases
findes de la secuencia blanco (0 de su secuencia complementaria) entre la
secuenciadd producto amplificado o de la sonda

Softwarepara  Parad cdculo dela T, de cebadores y sondas, recomendamos € uso de
el Célculode  programas que puedan cdcular las Ty, termodinédmicamente, por g, un
laTmn dela programa que tenga en cuenta todas las bases vecinas y no solo @ contenido
Sonda GC. A continuacion, sugerimos tres programas de ee tipo:
- OLIGO, de Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO, USA
(http://oligo.net), 0 MedProbe, Odo, Noruega (www.medprobe.com)
Programa (en lengugie JAVA) disponible en la paginaweb de TIB
MOLBIOL, Belin, Germany (www.TI1B-MOLBIOL .deldligo_ag.html)
Cdculador on-line de Ty, de digonudedtidos
(http://dl cesmed.umn.edu/rawtm.html )
Nota: se puede tener acceso d calculador de T, enlapéginaprincipd del
Virtual Genome Center (hitp:/alcesmed.umn.edw/’V GC.html).

Precauciones  Losvaores caculados con programas software son bastante precisos (error
acercadelos  rdaivo: 1°-2°C). Sn embargo, como indica latabla sucesva, es necesario
ValoresdeT,, aplicar losdatos obtenidos con cautelaen d disefio de Sstemas de sondas de
Calculados hibridizacion.

Contintia en la proxima pagina
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4. Software para el Disefio de Sondas de Hibridizacion

Continuacion

Operacion Problemaspotenciales Solucién propuesta
Comparacion de Cada software asume diferentes Comparar solo las Ty, caculadas
losvaores parametros de concentracion de con d mismo programa.
relativos de Tr, de DNA 'y contenido de sdes, por
sondas y cebadores | omison (defaul).

Puesta a punto de LasTy, cdculadasno Optimizar lareaccion
|as temperaturas de corresponden alas determinando |la verdedera
hibridizacion dela temperaturas de hibridizacion temperaturade hibridizacion
PCR parasondasy delaPCR. experlmentdmente como sgue
cebadores La hibridizacion de los Para cebadores, usar un
cebadores de PCR ciclador térmico con gradiente
generdmente ocurre auna de temperaturas.
mayor temperaturadela Ty, Para sondas de hibridizacion,

ca culada (porque los cebadores
estan presentes en excesn).

usar @ “LightCycler: Médulo
parad AndissdelaCurvade
Hibridizacion”.
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