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DESCRIPCION
Método de preparacion de bibliotecas de polinucleétidos molde
Campo de la invencion

[0001] La invencién se refiere a un método de preparacién de una biblioteca de polinucleétidos molde y también al
uso de la biblioteca de moldes en métodos de amplificacién de acidos nucleicos en fase soélida. En particular, la
invencion se refiere a un método de preparacion de una biblioteca de polinucleétidos molde que tienen secuencias
comunes en sus extremos 5’ y en sus extremos 3’.

Antecedentes de lainvencién

[0002] EI desarrollo de farmacos de biologia molecular y farmacoldgica actual hace un uso intensivo de andlisis de
acidos nucleicos. Las areas mas conflictivas son las de secuenciacion del genoma completo, deteccion de
polimorfismo de un solo nucleétido, exploraciéon y control de la expresién de genes, que tipicamente requieren
analisis de grandes cantidades de acido nucleico.

[0003] Un area de la tecnologia que revoluciond el estudio de los acidos nucleicos fue el desarrollo de las técnicas
de amplificacion de &cidos nucleicos, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las reacciones de
amplificacion, tales como PCR, pueden permitir al usuario amplificar especifica y selectivamente un &cido nucleico
diana particular de interés a partir de una mezcla compleja de &cidos nucleicos. Sin embargo, existe una necesidad
constante de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos que permitan la amplificacion simultdnea de mezclas
complejas de moldes de diversa secuencia, tales como fragmentos de ADN gendmico (por ejemplo, amplificacion de
“genoma completo”) o bibliotecas de ADNc, en una Unica reaccién de amplificacion.

[0004] La amplificacion por PCR no puede producirse en ausencia de hibridacion de cebadores de amplificacion
directos e inversos para secuencias de unién a cebador en el molde a amplificar en las condiciones de las etapas de
hibridacion de la reaccién PCR, es decir, si hay insuficiente complementariedad entre cebadores y molde. Un cierto
conocimiento previo de la secuencia del molde se requiere por tanto antes de poder realizarse una reaccién de PCR
para amplificar un molde especifico, salvo que se usen cebadores al azar con una pérdida consecuente de
especificidad. El usuario debe normalmente conocer la secuencia de al menos los sitios de uniéon a cebador en el
molde por adelantado para que puedan disefiarse los cebadores apropiados, aunque la secuencia restante del
molde sea desconocida. La necesidad de conocimiento previo de la secuencia del molde aumenta la complejidad y
el coste de la amplificacion por PCR de mezclas complejas de moldes, tales como fragmentos de ADN gendmico.

[0005] Los documentos WO 98/44151 y WO 00/18957 describen métodos de formacién de series de
polinucleétidos basadas en amplificacion de acidos nucleicos en “fase solida”, que es analoga a una reaccion en
cadena de la polimerasa en la que los productos de amplificacion estan inmovilizados sobre un soporte sélido para
formar series comprendidas por agrupaciones de acido nucleico o “colonias”. Cada agrupacién o colonia de dicha
serie se forma a partir de una pluralidad de cadenas de polinuclettidos idénticas inmovilizadas y una pluralidad de
cadenas de polinucledtidos complementarias inmovilizadas idénticas. Las series asi formadas se denominan
generalmente en el presente documento “series agrupadas” y sus caracteristicas generales se entenderan haciendo
referencia a los documentos WO 98/44151 o WO 00/18957.

[0006] Como se ha indicado anteriormente, los métodos de amplificacién en fase sélida de los documentos WO
98/44151 y WO 00/18957 son esencialmente una forma de la reaccion en cadena de la polimerasa realizada sobre
un soporte sélido. Como cualquier reaccion PCR, estos métodos requieren el uso de cebadores de amplificacion
directos e inversos (que pueden ser idénticos o diferentes) que pueden hibridarse con un molde a amplificar. En los
métodos de los documentos WO 98/44151 y WO 00/18957 ambos cebadores se inmovilizan sobre el soporte sélido
en el extremo 5. Se conocen otras formas de amplificacién en fase soélida en las que solo un cebador esta
inmovilizado y el otro esta presente en la solucion libre (Mitra, R. D y Church, G. M., Nucleic Acids Research, 1999,
Vol.27, N° 24).

[0007] En comun con todas las técnicas de PCR, la amplificacion por PCR en fase sélida requiere el uso de
cebadores de amplificacion directos e inversos que incluyen secuencias de nucleétidos “especificas de molde” que
pueden hibridarse con secuencias en el molde a amplificar, 0 su complemento, en condiciones de las etapas de
hibridacion de la reaccion PCR. Las secuencias en el molde con el que los cebadores se hibridan en condiciones de
la reaccion PCR pueden denominarse en el presente documento secuencias “de unién a cebador”.

[0008] Determinadas realizaciones de los métodos descritos en los documentos WO 98/44151 y WO 00/18957
utilizan cebadores “universales” para amplificar moldes que comprenden una parte molde variable que se desea
amplificar flanqueada en 5’ y 3’ por secuencias de unién a cebador comun o “universal”’. Los cebadores directo e
inverso “universales” incluyen secuencias que pueden hibridarse con las secuencias de unién a cebador “universal”
en la construccion molde. La parte molde variable puede en si misma ser de secuencia conocida, desconocida o
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parcialmente desconocida. Esta estrategia tiene la ventaja de que no es necesario disefiar un par especifico de
cebadores para cada molde a amplificar; pueden utilizarse los mismos cebadores para la amplificacion de diferentes
moldes siempre que cada molde se modifique por la adicion de las mismas secuencias de unién a cebador universal
en sus extremos 5’ y 3’. La secuencia molde variable puede por lo tanto ser cualquier fragmento de ADN de interés.
Una estrategia analoga puede usarse para amplificar una mezcla de moldes, tal como una pluralidad o biblioteca de
moléculas de acido nucleico molde (por ejemplo, fragmentos de ADN gendmico), usando un solo par de cebadores
directos e inversos universales siempre que cada molécula molde en la mezcla se modifique por la adicion de las
mismas secuencias de union de cebador universal.

[0009] Dichas estrategias de “cebador universal” para amplificacién por PCR, y en particular amplificacion por PCR
en fase sdlida, son ventajosas ya que permiten que puedan realizarse multiples moléculas molde de secuencia igual
o diferente, conocida o desconocida, a amplificar en una Unica reacciéon de amplificacion, que puede realizarse en un
soporte sdlido que lleva un solo par de cebadores “universales”. La amplificacién simultanea de una mezcla de
moldes de diferentes secuencias por PCR requeriria por otro lado una pluralidad de pares de cebadores, siendo
cada par complementario a cada molde exclusivo en la mezcla. La generacion de una pluralidad de pares cebadores
para cada molde individual no es una accion viable para mezclas complejas de moldes.

[0010] La adicion de secuencias de cebador universal sobre los extremos de los moldes a amplificar por PCR
puede conseguirse mediante diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un cebador
universal que consiste en una secuencia universal en su extremo 5’ y una secuencia degenerada en su extremo 3’
puede usarse en una PCR (DOP-PCR, por ejemplo PNAS 1996 vol. 93 péaginas 14676-14679) para amplificar
fragmentos al azar a partir de un molde complejo o una mezcla compleja de moldes. La parte 3’ degenerada del
cebador se hibrida en posiciones al azar sobre ADN y puede extenderse para generar una copia del molde que tiene
la secuencia universal en su extremo 5’.

[0011] Como alternativa, pueden ligarse adaptadores que contengan secuencias de cebador universal en los
extremos de los moldes. Los adaptadores pueden mono o bicatenarios. Sin son bicatenarios, estos pueden tener
extremos solapantes que son complementarios a los extremos solapantes de las moléculas molde que se han
generado con una endonucleasa de restriccidbn. Como alternativa, los adaptadores bicatenarios pueden ser romos,
en cuyo caso los moldes también tienen extremos romos. Los extremos romos de los moldes pueden haberse
formado durante un proceso para cizallar el ADN en fragmentos, o pueden haberse formado mediante una reaccion
de reparacion de extremos, como conocen los expertos en la técnica.

[0012] Pueden usarse un solo adaptador o dos adaptadores diferentes en una reaccién de ligacion con moldes. Si
un molde se ha manipulado de tal manera que sus extremos son iguales, es decir, ambos son romos o0 ambos tienen
el mismo saliente, entonces la ligacion de un solo adaptador compatible generara un molde con ese adaptador en
ambos extremos. Sin embargo, si se usan dos adaptadores compatibles, adaptador A y adaptador B, entonces se
forman tres permutaciones de productos ligados: molde con adaptador A en ambos extremos, molde con adaptador
B en ambos extremos, y molde con adaptador A en un extremo y adaptador B en el otro extremo. Este Ultimo
producto es, en algunas circunstancias, el Unico producto deseado de la reaccion de ligacion y por consiguiente se
requieren etapas de purificacion adicionales después de la reaccion de ligacion para purificarlo de los productos de
ligacion que tengan el mismo adaptador en ambos extremos.

[0013] La presente invencién que se presenta en el presente documento es un método que usa un solo adaptador
en una reaccion de ligacion para generar una biblioteca de polinucleétidos molde, cada uno de los cuales tiene
secuencias de cebador universal comunes, pero diferentes, en sus extremos 5’ y 3'. El método puede aplicarse para
preparar mezclas simples o complejas de moldes para amplificacion, por ejemplo, una superficie sélida, usando
secuencias de cebador, sin conocimiento previo de secuencias molde. La invencidon puede aplicarse para la
preparacion de moldes a partir de muestras complejas tales como genomas completos o mezclas de ADNc, asi
como aplicaciones monomolde.

Sumario de lainvencion

[0014] La invencién proporciona un método como se define en la reivindicacién 1. Se proporciona un método para
generar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en sus extremos 5’ y
secuencias comunes en sus extremos 3’, comprendiendo el método:

ligar polinucledtidos adaptadores con apareamiento erréneo idénticos en los dos extremos de cada uno de uno
0 mas duplex de polinucledtido diana para formar una o mas construcciones adaptador-diana, en el que cada
adaptador con apareamiento erroneo se forma a partir de dos cadenas polinucleotidicas hibridadas que forman
un complejo biomolecular que comprende al menos una region bicatenaria y una region no apareada, y

realizar una reaccién de extensién de cebador inicial en la que un oligonucleétido cebador se hibrida con una
parte de adaptador de cada una de las construcciones adaptador-diana y se extiende por adicién secuencial de
nucleétidos para formar productos de extension complementarios a al menos una cadena de cada una de las
construcciones adaptador-diana,
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en el que los productos de extension, y opcionalmente productos de amplificacién derivados de los mismos,
proporcionan en su conjunto una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias
comunes en sus extremos 5 y secuencias comunes en sus extremos 3’; en el que los diplex de polinucleétido
diana que van a ligarse son una mezcla compleja de fragmentos de ADN genémico que representan un genoma
completo o sustancialmente completo, y en el que la biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde generadas
es representativa del genoma completo o sustancialmente completo.

[0015] Un segundo aspecto de la invencion refiere al uso de una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde
preparadas de acuerdo con el método del primer aspecto de la invencién como un molde para la amplificacién por
PCR en fase sélida. Por tanto, en una realizacién particular la invencion proporciona un método de amplificaciéon de
acidos nucleicos en fase soélida de moléculas polinucleotidicas molde que comprende:

preparar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas de molde que tienen secuencias comunes en sus
extremos 5 y 3’ utilizando el procedimiento de acuerdo con el primer aspecto de la invencion y realizar una
amplificacion de acidos nucleicos en fase sélida, en el que dichas moléculas polinucleotidicas molde se
amplifican.

[0016] Un tercer aspecto de la invencién se refiere al uso de una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde
preparadas de acuerdo con el método del primer aspecto de la invencién como un molde para la amplificacion del
genoma completo. Por lo tanto, en una realizacion particular la invencién proporciona un método de amplificacion del
genoma completo que comprende:

utilizar el método de acuerdo con el primer aspecto de la invencién para preparar una biblioteca de moléculas
polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en sus extremos 5 y 3’ comenzando a partir de una
mezcla compleja de fragmentos de genoma completo y realizar una reaccién de amplificacion de genoma
completo en el que dichas moléculas polinucleotidicas molde se amplifican.

[0017] En un cuarto aspecto la invencién proporciona un kit para su uso en la preparacién de una biblioteca de
moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en sus extremos 5’ y 3’ en el que la secuencia
comun en el extremo 5’ de cada molde individual en la biblioteca no es idéntica y no complementaria del todo a la
secuencia comun en el extremo 3 de dicho molde, comprendiendo el kit polinucleétidos adaptadores de
apareamiento erroneo y cebadores como se define en la reivindicacion 15 que pueden hibridarse con los
polinucleétidos adaptadores con apareamiento erréneo.

Breve descripcion de los dibujos
[0018]

La Figura 1 ilustra diversos ejemplos de adaptadores con apareamiento erréneo bifurcados para su uso en el
método de la invencién, especificamente representan diferentes estructuras de extremo romo o solapantes
permisibles en el extremo “ligable” del adaptador. La Figura 1 (e) ilustra esquematicamente los componentes de
secuencia de dos cadenas parcialmente complementarias (denominadas oligo A y oligo B) que forman el
adaptador bifurcado cuando estén hibridadas. El extremo 5’ del oligo B es complementario (COMP) a una parte
de la secuencia SEC CEBADOR en el oligo A. El oligo A incluye un solo saliente de nucledtido “T” en el extremo
3. El extremo 5’ del oligo A esta fosforilado. P representa un grupo fosfato terminal; X e Y representan
funcionalidades de captura de superficie.

La Figura 2 ilustra una realizacion del método de la invencion basado en el uso de los adaptadores bifurcados
ilustrados en la Figura 1. La Figura 2(a) representa las etapas de fragmentacion de una muestra compleja tal
como ADN gendmico para generar una pluralidad de fragmentos ddplex diana, ligacién de fragmentos duplex
diana con adaptadores con apareamiento erréneo (bifurcados) para generar construcciones adaptador-molde y
eliminar adaptadores no unidos. El adaptador bifurcado incluye un grupo biotina en el extremo 5’ que no esta
ligado al fragmento diana para facilitar la captura en fase sélida de las construcciones adaptador-diana, por
ejemplo, sobre perlas magnéticas de estreptavidina. La Figura 2(b) representa una reaccion de extensién con
cebador inicial en la que los cebadores se hibridan con regiones de adaptador con apareamiento erroneo en
cada cadena de una construccién adaptador-diana y se extienden para generar productos de extensién
complementarios a cada cadena de la construccion adaptador-diana. Para simplificar la ligacion y las etapas de
extension con cebador se ilustran para una sola construcciéon adaptador-diana.

La Figura 3 ilustra una realizacion alternativa de la invencion en la que las construcciones adaptador-diana se
someten a rondas mdultiples de hibridacion con cebador y extensién para generar copias mdultiples
monocatenarias de cada construccion adaptador-diana. Para simplificar, las etapas de extension con cebador
se ilustran para una sola construccion adaptador-diana.
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La Figura 4 ilustra otra realizacion adicional de la invencion en la que las construcciones adaptador-diana se
someten a amplificacion por PCR para generar multiples copias bicatenarias de cada construccion adaptador-
diana. Para simplificar, la amplificacion por PCR se ilustra para una sola construccion adaptador-diana.

La Figura 5 ilustra una realizacion de la invencion, que representa etapas de fragmentacion de una muestra
compleja tal como ADN genémico para generar una pluralidad de fragmentos diana, ligacion de los fragmentos
diana con adaptadores con apareamiento erréneo (bifurcados) para generar construccion adaptador-molde y
posteriormente eliminar los adaptadores no unidos, en el que los adaptadores no incluyen un grupo biotina en el
extremo 5. Las construcciones adaptador-diana resultantes pueden someterse a amplificacién por PCR para
generas multiples copias bicatenarias de cada construccidon adaptador-diana. Para simplificar las etapas de
ligacioén se ilustran para una sola construccion adaptador-diana.

La Figura 6 ilustra ejemplos adicionales de adaptadores con apareamiento erréneo bifurcados para su uso, en el
método de la invencion, representando de nuevo los formatos permisibles romo y solapantes en el extremo
“ligable” del adaptador”. La Figura 6(e) ilustra esqueméticamente las secuencias componentes presentes en las
dos cadenas (denominadas oligo C y oligo B) que forman el adaptador cuando estan hibridadas. P representa
un grupo fosfato terminal; X e Y representan funcionalidades de captura superficiales.

La Figura 7 ilustra una realizacion adicional mas de la invencion basada en el uso de los adaptadores bifurcados
ilustrados en la Figura 6. La Figura 7(a) representa etapas de fragmentacion y ligacién sustancialmente
similares a las ilustradas en la Figura 5. La Figura 7(b) representa posterior amplificacién por PCR utilizando
cebadores PCR “con cola” que tienen secuencias terminales 3' complementarias a una secuencia del extremo 5’
del adaptador, e ilustra esqueméticamente la composicion de secuencias de los productos de amplificacion
bicatenarios formados en la reaccion PCR. Para simplificar, las etapas de ligaciéon y amplificaciéon por PCR se
ilustran para una sola construccion adaptador-diana.

La Figura 8 ilustra realizaciones alternativas de adaptadores con apareamiento erréneo para su uso en el
método de la invencién. P representa un grupo fosfato terminal; X e Y representan funcionalidades de captura
superficiales; X y Z representas modificaciones para impedir la ligacion.

La Figura 9a ilustra una realizacion adicional més de la invencion basada en el uso de adaptadores alternativos
ilustrados en la Figura 8. La Figura 9(a) representa la fragmentacion, ligacion y posterior retirada de
adaptadores no unidos. La Figura 9(b) representa la hibridacién de cebadores de amplificacion idénticos con
una region bicatenaria del adaptador en cada cadena de la construccion adaptador-diana. Las construcciones
adaptador-diana pueden amplificarse mediante PCR usando esta Unica especie de cebador. Para simplificar las
etapas de ligacion e hibridacion con cebador se ilustran para una sola construccion adaptador-diana.

Descripcion detallada de lainvencién

[0019] La invencion proporciona un método para generar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que
tienen secuencias comunes en sus extremos 5’ y 3’. En este contexto, el término “comun” se interpreta que significa
comun a todos los moldes en la biblioteca. Como se explica adicionalmente con detalle a continuacion, todos los
moldes dentro de la biblioteca contendran regiones de secuencia comin en (o proximas a) sus extremos 5’y 3’, no
siendo idéntica la secuencia comun en el extremo 5’ de cada molde individual en la biblioteca y no complementaria
del todo a una secuencia comun en el extremo 3’ de dicho molde.

[0020] EI término “biblioteca” se refiere Unicamente a una coleccién o pluralidad de moléculas molde que
comparten secuencias comunes en sus extremos 5’ y secuencias comunes en sus extremos 3’. El uso del término
“biblioteca” para referirse a una coleccién o pluralidad de moléculas molde no deberia considerarse que implica que
los moldes que constituyen la biblioteca deriven de una fuente particular, o que la “biblioteca” tenga una composicion
particular. A modo de ejemplo, el uso del término “biblioteca” no debe considerarse que implica que los moldes
individuales dentro de la biblioteca deban ser de diferente secuencia de nucleétidos o que los moldes estén
relacionados en cuanto a secuencia y/o fuente.

[0021] En sus diversas realizaciones la invencion incluye la formaciéon de bibliotecas “complejas” en las que
muchas, si no todas, de las moléculas molde individuales comprenden diferentes secuencias diana (como se define
mas adelante), aunque todas compartan secuencias comunes en sus extremos 5 y 3'. Dichas bibliotecas molde
complejas pueden prepararse usando el método de la invencion comenzando a partir de una mezcla compleja de
polinucleétidos diana tal como (pero sin limitacion) fragmentos de ADN gendmico al azar, bibliotecas de ADNc, etc.
En realizaciones preferidas mas del 50%, o mas del 60%, o mas del 70%, o mas del 80%, o mas del 90%, o mas del
95% de los moldes polinucleotidicos individuales en una biblioteca compleja puede comprender diferentes
secuencias diana, aunque todos los moldes en una biblioteca determinada compartiran secuencia comin en sus
extremos 5’ y una secuencia comun en sus extremos 3’.
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[0022] EIl uso del término “molde” para referirse a moléculas polinucleotidicas individuales en la biblioteca indica
meramente que una o dos cadenas de los polinucleétidos en la biblioteca pueden actuar como moldes para la
polimerizacion de acidos nucleicos dependiente de molde catalizada por una polimerasa. El uso de este término no
debe considerarse como limitante del alcance de la invencion con respecto a bibliotecas de polinucleétidos que se
usan en realidad como moldes en una reaccién de polimerizacion catalizada por enzimas posterior.

[0023] La biblioteca se forma ligando moléculas polinucleotidicas idénticas adaptadoras idénticas (“adaptadores
con apareamiento erroneo”, cuyas caracteristicas generales se refieren a continuacién) en los extremos 5’ y 3’ de
uno o mas duplex polinuclectidicos diana (que pueden ser de secuencia conocida, parcialmente conocida o
desconocida) para formar construcciones adaptador-diana y después realizar una reaccion de extension inicial con
cebador en la que se forman productos de extensién complementarios a ambas cadenas de cada construccion
adaptador-diana individual. Los productos de extension con cebador resultantes y opcionalmente copias
amplificadas de los mismos, proporcionan en su conjunto una biblioteca de polinucleétidos molde.

[0024] Cada cadena de cada molécula molde en la biblioteca formada en la reaccidon de extension con cebador
tendrd por lo tanto la siguiente estructura, cuando se observa como una sola cadena:

5’-[secuencia comun l]-[secuencia diana]-[secuencia comun [I]-3’

representando “secuencia comun |” una secuencia derivada de copiar una primera cadena del adaptador con
apareamiento erréneo y siendo comun a todas las moléculas molde en la biblioteca generada en la reaccion de
extensién con cebador inicial;

“diana” representa una secuencia derivada de una cadena del duplex polinucleotidico diana y puede ser diferente en
moléculas molde individuales diferentes dentro de la biblioteca; y

“secuencia comun II” representa una secuencia derivada de copiar una segunda cadena de adaptador con
apareamiento erréneo y es también comun a todas las moléculas molde en la biblioteca generada en la reaccion de
extension con cebador inicial.

[0025] Puesto que “secuencia comun I’ y “secuencia comun II” son comunes a todas las cadenas molde en la
biblioteca pueden incluir secuencias de unién a cebador “universal”’, que permiten que todos los moldes en la
biblioteca se amplifiqguen finalmente en un procedimiento de PCR en fase sélida usando cebadores universales.

[0026] Esta es una caracteristica clave de la invencién, sin embargo, las secuencias comunes terminales 5 y 3’
denominadas “secuencia comun I” y “ secuencia comun II” no son completamente complementarias entre si, o que
significa que cada cadena molde individual puede contener diferentes secuencias de cebador universal (y no
complementarias) en sus extremos 5’y 3.

[0027] Esto es generalmente ventajoso para bibliotecas complejas de moldes a amplificar por PCR (por ejemplo
amplificacion del genoma completo) ya se realice en solucién o en un soporte sélido, incluir regiones de secuencia
“diferente” en sus extremos 5’ y 3’, que sin embargo son comunes a todas las moléculas molde en la biblioteca,
especialmente si los productos de amplificacion se secuencian finalmente. Por ejemplo, la presencia de una
secuencia Unica comudn en un extremo solamente de cada molde en la biblioteca puede proporcionar un sitio de
unién para un cebador de secuenciacion, lo que permite que una cadena de cada molde en la forma amplificada de
la biblioteca se secuencie en una sola reaccion de secuenciacion usando un solo tipo de cebador de secuenciacion.

[0028] Tipicamente, “secuencia comun I’ y “secuencia comun II” consistira en no mas de 100, o no mas de 50 o no
mas de 40 nucledtidos consecutivos en los extremos 5 y 3, respectivamente, de cada cadena de cada
polinucleétido molde. La longitud exacta de las dos secuencias puede 0 no ser idéntica. Las secuencias de
nucleétidos de la “secuencia comun I’ y “secuencia comun II” en los polinucleétidos molde se determinara en parte
por las secuencias de las cadenas adaptadoras ligadas a los polinucleétidos diana y en parte por la secuencia del
cebador usado en la reaccién de extension con cebador inicial y cualquier ronda posterior de amplificacion de acidos
nucleicos.

[0029] En realizaciones en las que el producto de extension con cebador inicial se somete a amplificacion adicional
mediante PCR convencional, los productos de la reaccion de amplificacion seran polinucleétidos bicatenarios, una
cadena de los cuales tiene la estructura:

5’-[secuencia comun I]-[secuencia diana]-[secuencia comun I1]-3’

[0030] Se apreciara que “secuencia comun II” en los productos de amplificacién pueden diferir algo con respecto a
la “secuencia comun II” presente en los productos de la regién de extension con cebador inicial, ya que esta ultima
se determinara en parte por la secuencia del cebador de PCR usado para cebar la sintesis de una cadena
polinucleotidica complementaria al producto de extension cebador inicial, mientras que la Ultima se determinara
exclusivamente copiando las secuencias adaptadoras en los extremos 3’ de las construcciones adaptador-molde en
la extension con cebador inicial. Sin embargo, dado que el cebador de PCR se disefia para hibridarse con una
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secuencia en los productos de extension iniciales que es complementaria al adaptador 3’, las dos formas de
“secuencia comun II” contendran idéntica secuencia, al menos en el extremo 3’. Puede incluirse una secuencia
adicional en el extremo 5’ de la “secuencia comun II” en los productos amplificados, por ejemplo mediante el uso de
cebadores de PCR “con cola” como se describe con detalle mas adelante. En otras realizaciones las secuencias
comunes presentes en los productos de amplificacion pueden realmente ser mas cortas que las secuencias
comunes incluyendo en los adaptadores originalmente ligados a la diana.

[0031] Las secuencias de nucleétidos exactas de las regiones comunes de las moléculas molde en la biblioteca no
son generalmente esenciales para la invencién y el usuario puede seleccionarlas. Las secuencias comunes deben
comprender al menos secuencias “de uniéon a cebador’ que permiten la hibridacion especifica de cebadores de
amplificaciéon cuando se usan los moldes en una reaccién de amplificacion en fase sélida. Las secuencias de union a
cebador se determinan por tanto mediante la secuencia de los cebadores que va a usarse finalmente para la
amplificacion en fase sélida. La secuencia de estos cebadores a su vez se selecciona ventajosamente para impedir
0 minimizar la unién de los cebadores con las partes diana de los moldes dentro de la biblioteca en las condiciones
de la reaccion de amplificacion, pero no esta particularmente de otro modo. A modo de ejemplo, si las partes diana
de los moldes derivan de ADN gendmico humano, entonces las secuencias de los cebadores a usar en amplificacién
en fase sélida idealmente deben seleccionarse para minimizar la union no especifica a cualquier secuencia
gendmica humana.

[0032] Los polinucleétidos adaptadores utilizados en el método de la invencién se denominan en el presente
documento adaptadores “con apareamiento erréneo” porque, como se explicara con detalle en el presente
documento, es esencial que los adaptadores incluyan una region de apareamiento errébneo de secuencia, es decir,
no deben formarse por hibridacién de cadenas polinucleotidicas completamente complementarias.

[0033] Los adaptadores con apareamiento erroneo para su uso en la invencion se forman hibridando dos cadenas
polinucleotidicas parcialmente complementarias para proporcionar, cuando las dos cadenas estan hibridadas, al
menos una regién bicatenaria y al menos una region no apareada.

[0034] La “regidn bicatenaria” del adaptador es una region bicatenaria corta, comprendiendo tipicamente 5 o mas
pares de bases consecutivos, formados por hibridacion de las dos cadenas polinucleotidicas parcialmente
complementarias. Este término simplemente se refiere a una region bicatenaria de &cido nucleico en la que las dos
cadenas estan hibridadas y no implica ninguna conformacion estructural particular.

[0035] Generalmente es ventajoso que la region bicatenaria sea lo mas corta posible sin pérdida de funcién. En
este contexto “funcién” se refiere a que la region bicatenaria forma un duplex estable en condiciones de reaccion
convencionales para una reaccion del ligacién de acidos nucleicos catalizada por enzimas, que conocera bien el
experto lector (por ejemplo incubacion a una temperatura en el intervalo de 4 °C a 25 °C en un tampoén de ligacion
apropiado para la enzima), de tal manera que las dos cadenas que forman el adaptador continlGen parcialmente
hibridadas durante la ligacién del adaptador a una molécula diana. No es absolutamente necesario que la region
bicatenaria sea estable en condiciones tipicamente usadas en las etapas de hibridacion de la extension con cebador
o reacciones PCR.

[0036] Dado que se ligan adaptadores idénticos en ambos extremos de cada molécula molde, la secuencia diana
en cada construccién adaptador-diana estara flanqueada por secuencias complementarias derivadas de la region
bicatenaria de los adaptadores. Cuanto mas larga sea la region bicatenaria, y por tanto las secuencias
complementarias derivadas de la misma en las construcciones adaptador-diana, mayor sera la posibilidad de que la
construccién adaptador-diana sea capaz de volverse a plegar y formar pares de bases consigo misma en estas
regiones de autocomplementariedad interna en las condiciones de hibridacion utilizadas en la extension con cebador
y/o PCR. Generalmente se prefiere que la regién bicatenaria tenga 20 o menos, 15 o menos, 0 10 o menos pares de
bases de longitud para reducir este efecto. La estabilidad de la regién bicatenaria puede aumentarse, y por tanto su
longitud posiblemente reducirse, mediante la inclusién de nucleétidos no naturales que presentan formaciones de
pares de bases mas fuertes que los pares de bases de Watson-Crick convencionales.

[0037] Se prefiere, pero no es absolutamente esencial que las dos cadenas del adaptador tengan una
complementariedad del 100% en la regién bicatenaria. Se apreciara que pueden tolerarse uno 0 mas apareamientos
erroneos de nucledtidos dentro de la regidn bicatenaria, siempre que las dos cadenas sean capaces de formar un
duplex estable en condiciones de ligacion convencionales.

[0038] Los adaptadores para su uso en la invencion generalmente incluiran una region bicatenaria adyacente al
extremo “ligable” del adaptador, es decir el extremo que esta unido a un polinucleétido diana en la reacciéon de
ligacion. El extremo ligable del adaptador puede ser romo o, en otras realizaciones, salientes en 5’ o 3’ cortos de uno
0 mas nucleétidos presentes para facilitar/promover la ligacién. El nucleétido terminal 5’ en el extremo ligable del
adaptador debe estar fosforilado para permitir la unién fosfodiéster a un grupo hidroxilo 3’ en el polinucleétido diana.
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[0039] La expresion “region no apareada” se refiere una region del adaptador en el que las secuencias de las dos
cadenas polinucleotidicas que forman el adaptador presentan un grado de no complementariedad de tal manera que
las dos cadenas no pueden hibridarse entre si en condiciones de hibridacion convencionales para una extension con
cebador o reaccién PCR. Las dos cadenas en la region no apareada pueden presentar cierto grado de hibridacién
en condiciones de reaccidn convencionales para una reaccién de ligacion catalizada por enzimas, siempre que las
dos cadenas vuelvan a una forma monocatenaria en condiciones de hibridacion.

[0040] Las condiciones encontradas durante las etapas de hibridacion de una reaccién PCR son generalmente
conocidas por un experto en la técnica, aunque las condiciones de hibridacién exactas variaran de reaccion a
reaccion (véase Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3% Ed, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Current Protocols, eds Ausubel et al). Tipicamente
dichas condiciones pueden comprender, pero sin limitacién, (después de una etapa de desnaturalizaciéon a una
temperatura de aproximadamente 94 °C durante aproximadamente 1 minuto) exposicion a una temperatura en el
intervalo de desde 40 °C hasta 72 °C (preferentemente 50-68 °C) durante un periodo de aproximadamente 1 minuto
en un tampoén de reaccién PCR convencional.

[0041] Pueden utilizarse diferentes condiciones de hibridacién para una sola reacciéon de extension con cebador
que no forma parte de una reaccién PCR (de nuevo véase Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 3% Ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Current Protocols,
eds Ausubel et al.). Las condiciones para la hibridacion con cebador en una sola extensién con cebador incluyen,
por ejemplo, exposicion a una temperatura en el intervalo de 30 a 37 °C en un tampodn de extension con cebador
convencional. Se apreciard que diferentes enzimas, y por tanto diferentes tampones de reaccion, pueden usarse
para una sola reaccién de extension con cebador contrariamente a lo que ocurre con una reaccién PCR. No es un
requisito el uso de una polimerasa termoestable para una sola reaccién de extension con cebador.

[0042] Debe entenderse que la “regién no apareada” se proporciona por diferentes partes de las mismas dos
cadenas polinucleotidicas que forman la region (o regiones) bicatenaria(s). Sin embargo, las partes de las dos
cadenas que forman la regidon no apareada no estan hibridadas en condiciones en las que otras partes de las
mismas dos cadenas se hibridan para formar una o0 mas regiones bicatenarias. Para evitar la duda debe entenderse
que un saliente de base Unica 0 monocatenario en el extremo 5’ 0 3’ de un duplex polinucleotidico no constituye una
“regién no apareada” en el contexto de la presente invencion.

[0043] Las partes de las dos cadenas que forman la regién bicatenaria tipicamente comprenden al menos 10, o al
menos 15 o al menos 20 nucledtidos consecutivos en cada cadena. El limite inferior sobre la longitud de la region no
apareada tipicamente se determinara por la funcion, por ejemplo, la necesidad de proporcionar una secuencia
adecuada para la unidon de un cebador para la extension con cebador, PCR y/o secuenciacién. Tedricamente no
existe limite superior sobre la longitud de la regidon no apareada, excepto que generalmente sea ventajoso minimizar
la longitud completa del adaptador, por ejemplo para facilitar la separacién de adaptadores no unidos de
construcciones adaptador-diana después de la etapa de ligacion. Por lo tanto, se prefiere que la regidon no apareada
sea menor de 50, o menor de 40, o menor de 30 o menor de 25 nucle6tidos consecutivos de longitud en cada
cadena.

[0044] La longitud total de las dos cadenas que forman el adaptador tipicamente estara en el intervalo de desde 25
hasta 100 nucleétidos, mas tipicamente desde 30 hasta 55 nucleétidos.

[0045] Las partes de las dos cadenas que forman la regiéon no apareada deben preferentemente ser de similar
longitud, aunque no es absolutamente esencial, siempre que la longitud de cada parte sea suficiente para cumplir la
funcién deseada (por ejemplo unién a cebador). Los inventores han demostrado mediante experimentos que las
partes de las dos cadenas que forman la regiéon no apareada pueden diferir hasta en 25 nucleétidos sin afectar
negativamente a la funcion del adaptador.

[0046] Con la mayor preferencia las partes de las dos cadenas polinucleotidicas que forman la regién no apareada
se encontraran completamente con apareamiento erréneo, o tendran un 100% de no complementariedad. Sin
embargo, los lectores expertos apreciaran que algunas “coincidencias” de secuencia, es decir un menor grado de no
complementariedad puede tolerarse en esta regidn sin afectar la funcién en un grado esencial. Como se ha indicado
anteriormente, el grado de apareamiento erréneo de secuencia o no complementariedad de secuencia debe ser tal
gue las dos cadenas en la region no apareada permanezcan en forma monocatenaria en condiciones de hibridacion
como se define anteriormente.

[0047] La secuencia de nucleétidos exacta de los adaptadores no es generalmente esencial para la invencion y
puede seleccionarse por el usuario de tal manera que los elementos de secuencia deseados se incluyan finalmente
en las secuencias comunes de la biblioteca de moldes derivados de los adaptadores, por ejemplo para proporcionar
sitios de unién para conjuntos particulares de cebadores de amplificacion universales y/o cebadores de
secuenciacion. Pueden incluirse elementos de secuencia adicionales, por ejemplo para proporcionar sitios de union
para cebadores de secuenciacion que finalmente se usaran en la secuenciacion de moléculas molde en la biblioteca,
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0 productos derivados de amplificacion de la biblioteca molde, por ejemplo en un soporte sélido. Los adaptadores
pueden incluir adicionalmente secuencias “etiqueta”, que pueden usarse para etiquetar o marcar moléculas molde
derivadas de una fuente particular. Las caracteristicas y el uso generales de dichas secuencias etiqueta se
describen en la publicacion en tramite del solicitante publicada como WO 05/068656.

[0048] Aunque la secuencia de nucleotidos exacta del adaptador es generalmente no limitante para la invencion,
las secuencias de las cadenas individuales en la regién no apareada debe ser de tal manera que ninguna cadena
individual presente ninguna autocomplementariedad interna que pudiera conducir a una autohibridacién, formacion
de estructuras de horquilla, etc. en condiciones de hibridacién convencionales. La autohibridacién de una cadena en
la regidon no apareada debe impedirse ya que esto puede evitar o reducir la unién especifica de un cebador de
amplificacion a esta cadena.

[0049] Los adaptadores con apareamiento erréneo se forman preferentemente a partir de dos cadenas de ADN,
pero pueden incluir mezclas de nucledtidos naturales y no naturales (por ejemplo, uno o mas ribonucleétidos) unidos
mediante una mezcla de enlaces de estructura fosfodiéster y no fosfodiéster. Otras modificaciones no nucleotidicas
pueden incluirse tales como, por ejemplo, restos biotina, grupos bloqueantes y restos de captura para la unién a una
superficie sélida, como se analiza con detalle mas adelante.

[0050] EI uno o mas “duplex de polinucledtido diana” al los que se ligan los adaptadores puede ser cualquier
molécula de polinucleétidos que se desea amplificar mediante PCR en fase solida, generalmente con una vista a la
secuenciacion. Los duplex de polinucleétido diana pueden originarse en forma de ADN bicatenario (por ejemplo
fragmentos de ADN gendmico) o pueden haberse originado en forma monocatenaria, tal como ADN o ARN, y
haberse convertido a ADNbc antes de la ligacion. A modo de ejemplo, las moléculas de ARNm pueden copiarse en
ADNCc bicatenarios adecuados para su uso en el método de la invencién utilizando técnicas convencionales bien
conocidas en la técnica. La secuencia exacta de las moléculas diana no es generalmente esencial para la invencion,
y puede ser conocida o desconocida. Las moléculas de ADN modificadas que incluyen enlaces de estructura no
natural y/o nucleétidos no naturales pueden servir como diana, siempre que las modificaciones no excluyan la
ligacion con adaptador y/o copiando en una reaccion de extensién con cebador.

[0051] Aunque en teoria el método puede aplicarse a un Unico duplex diana (es decir una molécula bicatenaria
individual), se usa una mezcla o una pluralidad de duplex de polinucleétido diana. El método de la invencién se
aplica a una mezcla de diferentes moléculas diana que difieren entre si con respecto a la secuencia de nucleétidos
sobre toda o una parte de su longitud, por ejemplo, una mezcla compleja de moldes. El método puede aplicarse a
una pluralidad de moléculas diana derivadas de una fuente comun, por ejemplo, una biblioteca de fragmentos de
ADN gendémico derivada de un individuo particular. En una realizacion preferida los polinucleétidos diana
comprenderan fragmentos al azar de ADN gendmico humano. Los fragmentos pueden derivar de un genoma
completo o formar parte de un genoma (por ejemplo un solo cromosoma o subfraccion del mismo) y de un individuo
o diversos individuos. Las moléculas diana de ADN pueden tratarse quimica o enzimaticamente antes de o
posteriormente de la ligacién de las secuencias adaptadoras. Las técnicas para la fragmentacién de ADN genémico
incluyen, por ejemplo, digestion enzimatica o cizalladura mecanica.

[0052] La ‘“ligacion” de adaptadores en extremos 5 y 3’ de cada polinucleétido diana implica la uniéon de dos
cadenas polinuclectidicas del adaptador a un polinucleétido diana bicatenario de tal manera que se forman enlaces
covalentes entre ambas cadenas de las dos moléculas bicatenarias. En este contexto “unién” significa union
covalente de dos cadenas polinucleotidicas que previamente no estaban unidas covalentemente. Preferentemente
dicha “union” se realizara por formacion de un enlace fosfodiéster entre las dos cadenas polinucleotidicas pero
pueden utilizarse otros medios de unioén covalente (por ejemplo, enlaces de estructura no fosfodiéster). Sin embargo,
es un requisito esencial que los enlaces covalentes formados en las reacciones de ligacion permitan una lectura (por
ejemplo enlaces de estructura no fosfodiéster). Sin embargo, es un requisito esencial que los enlaces covalentes
formados en las reacciones de ligacién permitan una lectura a través de una polimerasa, de tal manera que la
construccion resultante pueda copiarse en una reaccién de extension con cebador usando cebadores que se unen a
secuencias en las regiones de la construccion adaptador-diana que derivan de las moléculas adaptadoras.

[0053] Las reacciones de ligacion preferentemente se catalizaran enzimaticamente. La naturaleza de la enzima
ligasa usada para la ligacion enzimética no estd particularmente limitada. También pueden usarse técnicas de
ligacion no enzimatica (por ejemplo ligacion quimica), siempre que la ligacién no enzimética conduzca a la formacion
de un enlace covalente que permita la lectura a través de una polimerasa, de tal manera que la construccion
resultante pueda copiarse en una reaccion de extensién con cebador.

[0054] Los productos deseados de la reaccion de ligacion son construcciones adaptador-diana en las que
adaptadores idénticos estan ligados en ambos extremos de cada polinucleétido diana, dada la estructura adaptador-
diana-adaptador. Las condiciones de la reaccion de ligacion deben por lo tanto optimizarse para maximizar la
formacion de este producto, en preferencia para dianas que tienen un adaptador solo en un extremo.
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[0055] Los productos de la reaccion de ligacién pueden someterse a etapas de purificacién para retirar las
moléculas adaptadoras no unidas antes de procesarse adicionalmente las construcciones adaptador-diana. Puede
usarse cualquier técnica adecuada para eliminar el exceso de adaptadores no unidos, a continuacién se detallan
ejemplos preferidos de los mismos.

[0056] Las construcciones adaptador-diana formadas en la reaccion de ligacion se someten después a una
reaccion de extension con cebador inicial en la que un oligonucleétido cebador se hibrida con una parte adaptadora
de cada una de las construcciones adaptador-diana y se extiende por adicién secuencial de nucleétidos en el
extremo libre 3’ hidroxilo del cebador para formar productos de extension complementarios a al menos una cadena
en cada una de las construcciones adaptador-diana.

[0057] EI término reaccion de extension con cebador “inicial” se refiere a una reaccién de extension con cebador
en la que los cebadores se hibridan directamente con las construcciones adaptador-diana, en oposicién a cualquiera
de sus cadenas complementarias formadas por extensién con cebador usando la construccion adaptador-diana
como un molde o copias amplificadas de la construccion adaptador-diana. Es una caracteristica clave del método de
la invencion que la reaccion de extension con cebador inicial se realice usando un cebador “universal” que se una
especificamente a una secuencia afin dentro de una parte adaptadora de la construccion adaptador-diana, y no se
realice usando un cebador especifico de diana o una mezcla de cebadores al azar. El uso de un cebador especifico
de adaptador para la reaccién de extension con cebador inicial es clave para la formacién de una biblioteca de
moldes que tienen secuencia comun en el extremo 5’ y secuencias comunes en el extremo 3.

[0058] Los cebadores usados para la reaccién de extension con cebador inicial podran hibridarse con cada cadena
individual de construcciones adaptador-diana que tengan adaptadores ligados en ambos extremos y puede
extenderse para obtener dos productos de extensiéon con cebador individuales, uno complementario a cada cadena
de la construccién. Por tanto, en la realizacién mas preferida la reacciéon de extension con cebador inicial dara como
resultado la formacién de productos de extensién con cebador complementarios a cada cadena de cada adaptador-
diana.

[0059] En una realizacion preferida el cebador utilizado en la reaccién de extension con cebador inicial se hibridara
con una secuencia de union a cebador (en una cadena) en la regidon no apareada del adaptador.

[0060] EI término “hibridacién” como se usa en este contexto se refiere a una unién/hibridacién especifica de
secuencia del cebador con una secuencia de unidon a cebador en una regidon adaptadora de la construccion
adaptador-diana en las condiciones que van a usarse para la etapa de hibridacion con cebador de la reaccion de
extension con cebador inicial.

[0061] Los productos de la reaccion de extensidén con cebador pueden someterse a condiciones desnaturalizantes
convencionales para separar los productos de extension de las cadenas de las construcciones adaptador-diana.
Opcionalmente las cadenas de las construcciones adaptador-diana pueden retirarse en esta fase. Los productos de
extension (con o sin las cadenas originales de las construcciones adaptador-diana) forman en su conjunto una
biblioteca de polinucleétidos molde que puede usarse como moldes para la PCR en fase sdlida.

[0062] Si se desea, la reaccion de extension con cebador inicial puede repetirse una o méas veces, a través de
rondas de hibridacién con cebador, extensién y desnaturalizacién, para formar multiples copias de los mismos
productos de extensién complementarios a las construcciones adaptador-diana.

[0063] En otras realizaciones los productos de extensién iniciales pueden amplificarse mediante PCR en fase
solucién convencional, como se describe con detalle mas adelante. Los productos de dicha amplificacion por PCR
adicional pueden recogerse para formar una biblioteca de moldes que comprenden “productos de amplificaciéon
derivados de” los productos de extensién con cebador iniciales. En una realizacion preferida ambos cebadores
usados para la amplificacién por PCR adicional se hibridaran con diferentes secuencias de unién a cebador sobre
cadenas opuestas en la region no apareada del adaptador. Otras realizaciones pueden, sin embargo, basarse en el
uso de un solo tipo de cebador de amplificacion que hibrida con una secuencia de unién a cebador, en la region
bicatenaria del adaptador. En realizaciones del método basado en amplificacion por PCR la reaccion de extension
con cebador “inicial” se produce en el primer ciclo de PCR.

[0064] La inclusién de la etapa de extensién con cebador inicial (y opcionalmente rondas posteriores de
amplificacion por PCR) para formar copias complementarias de las construcciones adaptador-diana (antes de
genoma completo o PCR en fase sdlida) es ventajosa, por diversas razones. En primer lugar, la inclusion de la etapa
de extensién con cebador y posterior amplificacion por PCR, actia como una etapa de enriquecimiento para
seleccionar construcciones adaptador-diana, con adaptadores ligados en ambos extremos. Solo construcciones
diana con adaptadores ligados en ambos extremos proporcionan moldes eficaces para el genoma completo o PCR
en fase sélida usando cebadores comunes o universales especificos para secuencias de union a cebador en los
adaptadores, por tanto es ventajoso producir una biblioteca de moldes que comprenda solo dianas ligadas
doblemente antes de la amplificacion en fase solida o amplificacién de todo el genoma.
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[0065] En segundo lugar, la inclusion de la etapa de extension con cebador inicial y posterior amplificacion por
PCR, permite que la longitud de las secuencias comunes en los extremos 5’ y 3’ de la diana aumente antes de la
PCR en fase sélida o de genoma completo. Como se ha indicado anteriormente, es generalmente ventajoso que la
longitud de las moléculas adaptadoras sea lo méas corta posible, para maximizar la eficacia de la ligacion y posterior
retirada de los adaptadores no unidos. Sin embargo, para los fines del PCR del genoma completo o en fase sélida
puede ser ventajoso tener secuencias mas largas comunes o secuencias “universales” en los extremos 5’ y 3’ de los
moldes a amplificar. La inclusion de las etapas de extensién con cebador (y posterior amplificacion) significa que la
longitud de las secuencias comunes en un extremo (0 en ambos extremos) de los polinucleétidos en la biblioteca de
moldes puede aumentarse después de la ligacion por inclusién de secuencias adicionales en los extremos 5’ de los
cebadores usados para la extensiéon con cebador (y posterior amplificacion). El uso de dichos cebadores “con cola”
se describe con detalle mas adelante.

[0066] Ahora se describiran con mas detalle diversas realizaciones especificas no limitantes del método de la
invencion con referencia a los dibujos adjuntos. Salvo que se especifigue de otra manera las caracteristicas
descritas como preferidas en relaciéon con una realizacion especifica de la invencién se aplica con los cambios que
correspondan a otras realizaciones especificas de la invencién.

[0067] La Figura 1 ilustra diversas realizaciones de un tipo particular de adaptador con apareamiento errébneo para
su uso en el método de la invencion. El adaptador se forma hibridando dos oligonucle6tidos monocatenarios, en el
presente documento denominados “oligo A” y “oligo B”. El oligo A y el oligo B pueden prepararse mediante técnicas
de sintesis de oligonucledtidos automatizadas convencionales en el uso rutinario en la técnica. Los oligonucleétidos
son parcialmente complementarios de tal manera que el extremo 3’ del oligo A es complementario al extremo 5’ del
oligo B. El extremo 5 del oligo A y el extremo 3’ del oligo B no son complementarios entre si. Cuando las dos
cadenas hibridan, la estructura resultante es bicatenaria en un extremo (la regién bicatenaria) y monocatenaria en el
otro extremo (la regién no apareada) y se denomina en el presente documento un “adaptador bifurcado” (Fig. 1a). La
region bicatenaria del adaptador bifurcado puede ser de extremos romos (Fig. 1b) o puede tener un saliente. En el
ultimo caso, el saliente puede ser un saliente 3’ (Fig. 1c) o un saliente 5 (Fig. 1d), y puede comprender un solo
nucleétido o més de un nucledtido.

[0068] EIl extremo 5’ de la parte bicatenaria del adaptador bifurcado esta fosforilada, es decir, el extremo 5 del
oligo B (Fig. la-d). La presencia del grupo fosfato 5 identifica a este como el extremo “ligable” del adaptador. El
extremo 5 del oligo A puede estar biotinilado o llevar otra funcionalidad (representada por X) que le permita
capturarse en una superficie, tal como una perla. Dichas funcionalidades alternativas distintas de las de la biotina se
conocen por los expertos en la técnica. El extremo 3’ del oligo B también puede estar biotinilado o llevar otra
funcionalidad (representada por Y) que lo permite capturarse en una superficie (Fig. 1d).

[0069] Los enlaces fosfodiéster que comprenden la estructura de los oligonucledtidos puede reemplazarse con
enlaces no enzimaticamente escindibles tales como enlaces fosforotioato. Preferentemente solo el dltimo, o el Ultimo
y penultimo, enlaces fosfodiéster en ambos extremos 3’ y 5 de los oligonucleétido se sustituiran con enlaces
fosforotioato. En la realizacion mas preferida de la invencién, el oligo A contiene un grupo biotina en su extremo 5, y
el oligo B esta fosforilado en su extremo 5’ y la parte bicatenaria del diplex contiene un saliente en 3’ de una sola
base que comprende un nucleétido “T”. El oligo A consiste en dos secuencias: una secuencia en el extremo 5’ que
es idéntica a la del cebador universal a usar para la amplificacion por PCR, denominada en el presente documento
secuencia “CEBADOR 17, y en su extremo 3’ una secuencia idéntica a la de un cebador de secuenciacién universal,
denominada en el presente documento secuencia “SEC CEBADOR”, mas un nucledtido “T” adicional en el extremo
3'. El oligo B también consiste en dos secuencias: una secuencia en su extremo 5’ es complementaria a solo parte
del extremo 3’ de la secuencia SEC CEBADOR en el oligo A, excluyendo el saliente “T” del oligo A, y una secuencia
complementaria a la de un cebador de amplificacion por PCR universal, en el presente documento denominado
“CEBADOR 2-comp” en su extremo 3’ (Fig. 1e).

[0070] La Figura 2 ilustra una realizacion del método de la invencion basada en el uso de los adaptadores
bifurcados ilustrados en la Figura 1. Puede prepararse una mezcla de moléculas de ADN diana de secuencia
diferente mezclando un nimero, mas grande que uno, de moléculas de ADN individuales. En el procedimiento
preferido, el ADN gendmico esta fragmentado en moléculas pequefias, preferentemente menores de 1000 pares de
bases de longitud. La fragmentacion del ADN puede conseguirse mediante diversos métodos incluyendo: digestion
enzimdtica, escision quimica, sonicacion, nebulizacién o hidrocizalla, preferentemente nebulizacién.

[0071] EI ADN fragmentado puede fabricarse con extremos romos mediante diversos métodos conocidos por los
expertos en la técnica. En el método preferido, los extremos del ADN fragmentado se reparan en el extremo con
ADN polimerasa de T4 y Klenow polimerasa, un procedimiento bien conocido por los expertos en la técnica, y
después se fosforila con una enzima polinucleétido quinasa. Después se afiade un solo desoxinucleétido “A” en
ambos extremos 3’ de las moléculas de ADN usando la enzima Taq polimerasa, produciendo un saliente en 3’ de
una base que es complementaria al otro saliente “T” de una base en 3’ en el extremo bicatenario del adaptador
bifurcado.
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[0072] Después se realiza una reaccion de ligacion entre el adaptador bifurcado y los fragmentos de ADN usando
una enzima ligasa adecuada (por ejemplo, ADN ligasa de T4) que une dos copias del adaptador a cada fragmento
de ADN, en cualquier extremo, para formar construcciones adaptador-diana. Los productos de esta reaccién pueden
purificarse a partir de adaptador no ligado mediante diversos medios incluyendo cromatografia de inclusién
molecular, preferentemente por electroforesis a través de un gel de agarosa seguido por escision de una parte de la
agarosa que contiene el ADN de mayor tamafio que el tamafio del adaptador (Fig. 2a).

[0073] Después de haber eliminado el exceso de adaptador, el ADN diana no ligado permanece ademas de las
construcciones adaptador-diana ligadas y este puede retirarse por captura selectiva de solo aquellas moléculas de
ADN diana que tienen adaptador unido. La presencia de un grupo biotina en el extremo 5’ de Oligo A del adaptador
permite que cualquier ADN diana ligado al adaptador se capture sobre una superficie recubierta con estreptavidina,
una proteina que une selectiva y estrechamente biotina. La estreptavidina puede aplicarse sobre una superficie por
medios conocidos por los expertos en la técnica. En el método preferido, pueden usarse perlas magnéticas
disponibles en el comercio que estan revestidas de estreptavidina para capturar construcciones adaptador-diana
ligadas. La aplicacion de un iman al lado de un tubo que contiene estas perlas las inmoviliza de tal manera que
pueden lavarse de las moléculas de ADN diana no ligadas (Fig. 2a).

[0074] Un oligonucledtido denominado en el presente documento CEBADOR 2, que se hibrida con la secuencia
“CEBADOR 2-comp” sobre la cadena oligo B de las construcciones adaptador-diana puede usarse en una reaccion
de extension con cebador inicial para generar una copia complementaria de la cadena adaptador-diana unida a la
perla. El producto de extension con cebador resultante forma un ddplex bicatenario con su cadena adaptador-diana
complementaria unida a la perla y puede después aislarse y purificarse de la cadena adaptador-diana de la perla por
desnaturalizacién (Fig. 2b).

[0075] Existen diversos métodos convencionales para separar la cadena de un diplex de ADN por
desnaturalizacion, incluyendo desnaturalizacion térmica, preferentemente desnaturalizacién quimica en solucién de
hidroxido de sodio 100 mM. El pH de una solucion de ADN monocatenario en hidroxido sédico recogido del
sobrenadante de una suspensién de perlas magnéticas puede neutralizarse ajustando con una solucién de acido
apropiada, o preferentemente mediante un intercambio de tampén a través de una columna de cromatografia de
exclusién molecular preequilibrada en una solucion tamponada. La solucién resultante contiene una biblioteca de
moléculas molde de ADN monocatenario todas ellas comprendiendo en este orden: la secuencia 5° CEBADOR 2,
ADN diana, el complemento de la secuencia SEC CEBADOR, después el complemento de la secuencia CEBADOR
1. Esta biblioteca de moldes puedes después usarse para la amplificacion por PCR en fase sélida usando los
oligonucledtidos CEBADOR 1 y CEBADOR 2 inmovilizados. Sin embargo, se apreciard que la utilidad de la
biblioteca no esta limitada a PCR en fase sdlida sino que se extiende a cualquier tipo de amplificacion por PCR,
incluyendo amplificacion de todo el genoma realizado completamente en solucion.

[0076] La Figura 3 ilustra una realizacion alternativa de la invencion en la que las construcciones adaptador-diana
preparadas como se ha descrito anteriormente con referencia a la Figura 2 se someten a rondas mdltiples de
hibridacion con cebador y extension para generar mdltiples copias monocatenarias de cada construccion adaptador-
diana. En esta realizacion de la invencion, la reaccion de extensién con cebador inicial sobre las moléculas
adaptador-molde inmovilizadas en perlas con CEBADOR 2 se reemplaza en efecto con una amplificacion por PCR
asimétrica con el oligonucledtido CEBADOR 2 (Fig. 3), siendo esto equivalente a rondas mdltiples de la misma
reaccion de extensidn con cebador. En esta realizacion, se generan copias monocatenarias multiples de las cadenas
inmovilizadas en perlas en el sobrenadante de la suspension con perlas debido al termociclado de PCR, dado que
no es necesaria una etapa de desnaturalizacién independiente para recuperar las copias complementarias recién
sintetizadas de las cadenas adaptador-diana inmovilizadas en perlas; las copias pueden purificarse del
sobrenadante mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

[0077] En otra realizacién de la invencion, ilustrada en la Figura 4, la reaccion de extension con cebador inicial de
las construcciones adaptador-diana inmovilizadas en perlas con CEBADOR 2 forma parte de una amplificacion por
PCR (simétrica) convencional con los oligonucledtidos CEBADOR 2 y CEBADOR 1. En esta realizacion, se generan
copias bicatenarias multiples de las cadenas inmovilizadas en perlas en el sobrenadante de la suspension con
perlas debido al termociclado de PCR, por tanto no es necesaria una etapa de desnaturalizacion independiente para
recuperar las copias complementarias recién sintetizadas de las cadenas adaptador-diana inmovilizadas en perlas;
las copias pueden purificarse del sobrenadante mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la
técnica.

[0078] En otra realizacién de la invencion, ilustrada en la Figura 5, el adaptador bifurcado no contiene un grupo con
biotina en el extremo 5’ de la cadena Oligo A. En esta realizacion, el ADN fragmentado puede tener los extremos
romos mediante diversos métodos conocidos por los expertos en la técnica. En un método preferido, los extremos
del ADN fragmentado estan reparados en el extremo con una ADN polimerasa de T4 y Klenow polimerasa y
después fosforilados con la enzima polinucleétido quinasa. Después se afiade un solo desoxinucleétido “A” en
ambos extremos 3’ de las moléculas de ADN con la enzima Taq polimerasa, produciendo un saliente 3’ de una base
gue es complementario a un saliente “T” en 3’ de una base en el extremo ‘“ligable” bicatenario del adaptador
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bifurcado. Después se realiza una reaccion de ligacion entre el adaptador bifurcado y los fragmentos de ADN, por
ejemplo, usando la enzima ADN ligasa de T4 que une dos copias del adaptador con cada molécula molde de ADN,
una en cada extremo.

[0079] Los productos de la reaccion de ligacién pueden purificarse del adaptador no ligado mediante diversos
medios, incluyendo cromatografia de inclusién molecular, preferentemente por electroforesis a través de un gel de
agarosa seguido por escision de una parte de la agarosa que contiene el ADN de mayor tamafio que el tamafio del
adaptador. Una alicuota del ADN purificado se usa después en una amplificaciéon por PCR con los oligonucleétidos
CEBADOR 2 y CEBADOR 1 (Fig. 5). El primer ciclo de PCR implicara una reaccién de extension con cebador inicial
con el cebador 2 (no ilustrado). Los cebadores amplifican selectivamente aquellas moléculas de ADN molde que
tengan adaptadores ligados en ambos extremos. El producto de la reaccién es una biblioteca de moléculas molde
bicatenarias, cada una de las cuales comprende en orden uno o dos de las cadenas duplex: secuencia CEBADOR 2
5’, ADN diana, el complemento de la secuencia SEC CEBADOR, y después el complemento de la secuencia
CEBADOR 1. Esta biblioteca puede después usarse en una plataforma de PCR en fase sélida que contenga los
oligonucledtidos CEBADOR 1y CEBADOR 2 inmovilizados.

[0080] La Figura 6 ilustra ejemplos adicionales de adaptadores con apareamiento erréneo bifurcados para su uso
en el método de la invencion. En esta realizacion el adaptador bifurcado se forma hibridando dos oligonucleétidos
monocatenarios, denominados en el presente documento “oligo C” y “oligo B”. Los oligonucleétidos son parcialmente
complementarios de tal manera que el extremo 3’ del oligo C es complementario al extremo 5’ del oligo B. El
extremo 5’ del oligo C y el extremo 3’ del oligo B no son complementarios entre si. Cuando los dos oligos se hibridan
la estructura resultante es bicatenaria en un extremo (region bicatenaria) y monocatenaria en el otro extremo (region
no apareada) (Fig. 6a). La region bicatenaria del adaptador bifurcado puede tener extremos romos (Fig. 6d) o puede
tener un saliente. En el ultimo caso, el saliente puede ser un saliente 3’ (Fig. 6¢) o un saliente 5’ (Fig. 6b) y puede
comprender una sola base o mas de una base.

[0081] EI extremo 5’ de la region bicatenaria del adaptador bifurcado esta fosforilada, es decir, el extremo 5’ del
“oligo B” (Fig. 6a-d) para proporcionar un extremo “ligable”. El extremo 5’ del oligo C puede estar biotinilado o llevar
otra funcionalidad (X) que lo permita capturarse sobre una superficie, tal como una perla. El extremo 3’ del oligo B
puede estar biotinilado o llevar otra funcionalidad (Y) que le permita capturarse sobre una superficie (Fig. 6d).

[0082] Los enlaces fosfodiéster que comprenden la estructura de los oligonucleétidos puede reemplazarse con
enlaces no escindibles enziméticamente, tales como enlaces fosforotioato. Preferentemente solo el wltimo, o el
ultimo y pendultimo, enlaces fosfodiéster del extremo 3’ y 5 de los oligonucleétido se sustituira por enlaces
fosforotioato. El oligo C consiste en solo una secuencia: una secuencia idéntica a la del cebador de secuenciacion
universal denominado “SEC CEBADOR” (o idéntica a parte del extremo 3’ de la secuencia “SEC CEBADOR”) mas
un nucleotido “T” adicional en el extremo 3’. El oligo B consiste en dos secuencias: una secuencia en su extremo 5’
que es complementaria a solo una parte del extremo 3’ de la secuencia SEC CEBADOR en el oligo C, excluyendo el
saliente “T” del “Oligo C” y una secuencia en su extremo 3’ que es complementaria a la de un cebador de
amplificacion por PCR universal, denominado en el presente documento secuencia “CEBADOR 2-comp”, (Fig. 6e).

[0083] La Figura 7 ilustra una realizacion adicional de la invencion basada en el uso de adaptadores bifurcados
ilustrados en la Figura 6. En esta realizacion, las construcciones adaptador-diana se preparan sustancialmente como
se describe anteriormente con referencia a la Figura 5, excepto que se usan los adaptadores ilustrados en la Figura
6 (Fig. 7a).

[0084] Se usa una alicuota de la construccion adaptador-diana purificada en una amplificacion por PCR en fase de
solucion convencional con oligonucledtidos cebadores “de cola”. Los cebadores con cola son cebadores que solo se
hibridan mediante su extremo 3’ con una secuencia diana, dejando una cola 5’ no hibridada. La longitud y secuencia
exacta de la cola no hibridada es no limitante, pero tipicamente puede comprender de 10 a 50 nucle6tidos, mas
tipicamente de 15 a 30 nucledtidos. Cuando se usan amplificaciones por PCR, la ronda de amplificacion por PCR
inicial (es decir, la primera y segunda reaccion extension con cebador) se basan en la unién de los extremos 3’ de
los cebadores con cola con las secuencias de unidon a cebador afines en las regiones adaptadoras de las
construcciones adaptador-diana. Las colas no hibridadas 5’ derivadas de los cebadores con cola actian como
moldes en posteriores ciclos de PCR y por lo tanto se copian dando los productos de PCR bicatenarios resultantes.

[0085] En la presente realizacién, uno cualquiera o ambos de los cebadores usados en la reaccion de
amplificacién pueden ser cebadores “con cola”. En una realizacién, los cebadores usados se denominan CEBADOR
3 y CEBADOR 4, en el que el CEBADOR 3 consiste en una secuencia con cola 5’, y una secuencia 3’ que es
complementaria a la secuencia “CEBADOR 2-comp” en el adaptador bifurcado; y el CEBADOR 4 consiste en una
secuencia con cola 5’ y una secuencia 3’ que es idéntica al extremo 5’ de la secuencia SEC CEBADOR presente en
la region no apareada del adaptador bifurcado. Después de la amplificacién por PCR, las secuencias con cola se
incorporan en las copias de la construccion de ADN adaptador-diana.
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[0086] En una realizaciéon de la invencion, las secuencias con cola sobre CEBADOR 3 y CEBADOR 4 no son
secuencias idénticas. La secuencia con cola del CEBADOR 3 y la secuencia con cola del CEBADOR 4 pueden
después usarse para formar la secuencia de cebadores inmovilizados en superficie para usar en una plataforma de
amplificacion de ADN en fase sélida (Fig. 7b).

[0087] En otra realizacion de la invencion, las secuencias con cola sobre el CEBADOR 3 y CEBADOR 4 son
secuencias idénticas. Los productos de la PCR en fase solucién tendran por tanto la misma secuencia en sus
extremos: la secuencia con cola comun del CEBADOR 3 y CEBADOR 4. Esta secuencia de cola comun puede
después usarse para formar la secuencia de un solo cebador inmovilizado sobre la superficie en una plataforma de
amplificacion de ADN en fase sélida. La amplificacién en superficie de la biblioteca de moldes puede por tanto
realizarse usando un solo cebador PCR inmovilizado sobre la superficie.

[0088] La Figura 8 ilustra realizaciones alternativas de adaptadores con apareamiento errébneo para su uso en el
método de la invencién. Estos adaptadores bifurcados “modificados” pueden disefiarse para permitir la amplificacion
en fase sélida de moldes usando un solo cebador unido a superficie. El adaptador se forma hibridando dos
oligonucleétidos monocatenarios, denominados en el presente documento “oligo D” y “oligo E”. Los oligonucleétidos
son parcialmente complementarios de tal manera que el extremo 3’ del oligo D es complementario al extremo 5’ del
oligo E, y el extremo 5’ del oligo D es complementario al extremo 3’ del oligo E, sin embargo, las partes centrales del
oligo D y oligo E no son complementarias. Cuando el oligo D y el oligo E se hibridan la estructura resultante es
bicatenaria en ambos extremos (regiones bicatenarias) y monocatenaria en la region central (no apareada) y se
denomina en el presente documento “adaptador bifurcado modificado” (Fig. 8a).

[0089] Un extremo del adaptador bifurcado modificado se modifica para impedir la ligacion de una molécula de
ADN en su extremo. Dichas modificaciones son conocidas por los expertos en la técnica y pueden incluir, por
ejemplo, la presencia de un saliente en 5’ 0 3'. El otro extremo “ligable” puede ser un extremo romo (Fig. 8d) o puede
tener un saliente. En el ultimo caso, el saliente puede ser un saliente 3’ (Fig. 8c) o un saliente 5’ (Fig. 8b) y puede
comprender una sola base o mas de una base. La cadena 5’ del extremo ligable esta fosforilada es decir el extremo
5’ del oligo E (Figura 8a-d). El extremo 5’ del oligo D puede estar biotinilado o llevar otra funcionalidad que permita
que se capture sobre una superficie, tal como una perla. El extremo 3’ del oligo E puede estar biotinilado o llevar otra
funcionalidad que permita que se capture en una superficie (Fig. 8d). Las modificaciones para impedir la ligacion (Z,
W) pueden ser las mismas que o diferentes de las funcionalidades de captura de superficie (X, Y).

[0090] Los enlaces fosfodiéster que comprenden la estructura de los oligonuclettidos pueden reemplazarse con
enlaces no enzimaticamente escindibles tales como enlaces fosforotiotato. Preferentemente solo el altimo, o el
ultimo y el pendltimo, enlaces fosfodiéster en ambos extremos 3’ y 5 de los oligonucledtidos se sustituiran con
enlaces fosforotioato.

[0091] En la realizacién preferida de la invencion el oligo E esta fosforilado en su extremo 5’ y el extremo 3’ del
oligo D contiene un saliente 3’ de una sola base, que comprende un nucleétido “T”. El oligo D consiste en dos
secuencias: una secuencia en su extremo 5’ que es idéntica a la de un cebador de amplificacion por PCR universal,
denominado en el presente documento secuencia “CEBADOR 5”, proxima a una secuencia idéntica a la de un
cebador de secuenciacion universal denominado secuencia “SEC CEBADOR” mas el nucleétido “T” adicional en el
extremo 3’. Oligo E consiste en tres secuencias: una secuencia en su extremo 5 que es complementaria a
solamente parte del extremo 3’ de la secuencia SEC CEBADOR en el oligo D, excluyendo el saliente T del Oligo D,
una secuencia central no complementaria a ninguna parte del Oligo D y un extremo 3’ que es complementario a la
secuencia “CEBADOR 5” del Oligo D (Fig. 8e).

[0092] La Figura 9 ilustra otra realizacion adicional de la invencién basada en el uso de adaptadores alternativos
ilustrados en la Figura 8. En esta realizacion, pueden prepararse construcciones adaptador-diana sustancialmente
como se describe anteriormente en relacion con la Figura 5 excepto que se usan los adaptadores bifurcados
modificados ilustrados en la Figura 8. Se usa una alicuota de las construcciones adaptador-diana purificadas en una
amplificacion por PCR en fase solucién usando el oligonucleétido CEBADOR 5 para amplificar selectivamente
aquellos productos de ligacion que tengan el adaptador modificado en ambos extremos (Fig. 9b). El producto de la
PCR en fase solucién después puede purificarse y amplificarse en una plataforma de PCR en fase sélida con un
solo cebador inmovilizado, por ejemplo, el CEBADOR 5. La inclusién de la secuencia con apareamiento errbneo en
el oligo E garantiza que todos los productos de esta amplificacion en fase sdlida contendran secuencias de union a
cebadores de secuenciacion comunes solo en una cadena, permitiendo la secuenciacién usando un cebador de
secuenciacion universal que se hibrida con esta secuencia comun.

Uso de la biblioteca de moldes

[0093] Las bibliotecas de moldes preparadas de acuerdo con el método de la invencidon pueden usarse
esencialmente en cualquier método de andlisis de acidos nucleicos que requiera amplificacion adicional de los
moldes y/o secuenciacion de los moldes o productos de amplificacion de los mismos. Usos ejemplares de bibliotecas
molde incluyen, pero sin limitacién, proporcionar moldes para amplificacién de todo el genoma y también
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amplificacion por PCR en fase sélida (de bibliotecas molde complejas o monomolde). Un uso particularmente
preferido es la amplificacion del genoma completo realizada en un soporte sdélido.

Amplificacién del genoma completo

[0094] Las bibliotecas de moldes preparadas de acuerdo con el método de la invencién comenzando a partir de
una mezcla compleja de fragmentos de ADN gendmico que representan un genoma completo o sustancialmente
completo de moldes adecuados para amplificacién denominada de “genoma completo”. La expresién “amplificacion
de genoma completo” se refiere a una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos (por ejemplo PCR) en la que el
molde a amplificar comprende una mezcla compleja de fragmentos de acidos nucleicos representativa de un
genoma completo (o sustancialmente completo).

Amplificacién en fase sélida

[0095] Una vez formada, la biblioteca de moldes preparada de acuerdo con los métodos descritos anteriormente
puede usarse para la amplificacion de acidos nucleicos en fase sdélida.

[0096] Por tanto, en aspectos adicionales la invencién proporciona un método de amplificaciéon de acidos nucleicos
en fases solida de moléculas polinucleotidicas molde que comprende:

preparar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tengan secuencias comunes en sus extremos
5’y 3’ usando un método de acuerdo con el primer aspecto de la invencién descrita en el presente documento y
realizar una reaccion de amplificacion de &cidos nucleicos en fase soélida en la que dichas moléculas
polinucleétidos molde se amplifican.

[0097] La expresiéon “amplificacién en fase solida” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier
reaccion de amplificacion de acidos nucleicos realizada en o en asociacion con un soporte solido de tal manera que
toda o una parte de los productos amplificados se inmovilicen sobre el soporte solido segin se forman. En particular,
el término abarca la reaccion en cadena de la polimerasa en fase sélida (PCR en fase sélida) que es una reaccion
analoga a la PCR en fase en solucion convencional, excepto que uno o ambos cebadores de amplificacion directo o
inverso estan inmovilizados sobre el soporte solido.

[0098] Aunque la invencion abarca métodos de amplificacion en “fase soélida” en los que solo un cebador de
amplificacion se inmoviliza (el otro cebador normalmente esta presente en solucion libre), se prefiere que el soporte
sélido se proporcione con los cebadores tanto directo e inverso inmovilizados. En la practica, habra una “pluralidad”
de cebadores directos idénticos y/o una “pluralidad” de cebadores inversos idénticos inmovilizados sobre el soporte
sélido, ya que el proceso de la PCR requiere un exceso de cebadores para llevar a cabo la amplificacion. Las
referencias en el presente documento a cebadores directo e inverso deben interpretarse por consiguiente como que
abarcan una “pluralidad” de dichos cebadores a menos que el contexto indique otra cosa.

[0099] Como apreciar4 un experto lector, cualquier reaccion PCR determinada requiere al menos un tipo de
cebador directo y al menos un tipo de cebador inverso especifico para el molde a amplificar. Sin embargo, en
determinadas realizaciones, los cebadores directo e inverso pueden comprender partes especificas de molde de
secuencia idéntica o pueden tener estructura y secuencia de nucleétidos completamente idénticas (incluyendo
cualquier modificacién no nucleotidica). En otras palabras, es posible realizar amplificacion en fase sélida usando
solo un tipo de cebador, y los métodos de solo un cebador se incluyen dentro del ambito de la invencion. Otras
realizaciones pueden usar cebadores directos e inversos que contengan idénticas secuencias especificas molde
pero que difieran en algunas caracteristicas estructurales. Por ejemplo un tipo de cebador puede contener una
modificacién no nucleotidica que no esta presente en la otra.

[0100] En otras realizaciones de la invencion los cebadores inverso y directo pueden contener partes especificas
de molde de diferente secuencia.

[0101] En todas las realizaciones de la invencion, los cebadores de amplificacién para PCR en fase soélida se
inmovilizan preferentemente por unién covalente al soporte sélido en o cerca del extremo 5’ del cebador, dejando la
parte especifica de molde del cebador libre para hibridacion con su molde afin y el grupo hidroxilo 3’ libre para su
extension con cebador. Para esta finalidad puede usarse cualquier medio de unién covalente adecuado conocido en
la técnica. La quimica de unidn seleccionada dependerd de la naturaleza del soporte solido y cualquier
derivatizacion o funcionalizacién aplicada al mismo. El propio cebador puede incluir un resto, que puede ser una
modificacién quimica no nucleotidica, para facilitar la unién. En una realizacién particularmente preferida, el cebador
puede incluir un nucledfilo que contiene azufre, tal como fosforotioato o tiosfosfato, en el extremo 5. En el caso de
hidrogeles de poliacrilamida de soporte sélido (como se describe méas adelante), este nucledfilo se unira a un grupo
“C” presente en el hidrogel. Los medios mas preferidos de unién de cebadores y moldes a un soporte sélido se
realiza mediante unién fosforotioato 5 a un hidrogel compuesto por acrilamida polimerizada y N-(5-
bromoacetamidilpentil)acrilamida (BRAPA).
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[0102] Se prefiere el uso de la biblioteca de moldes preparada de acuerdo con la invencién para preparar series
agrupadas de colonias de acidos nucleicos, analogas en las descritas en los documentos WO 00/18957 y WO
98/44151, por amplificacion por PCR en fase sélida. Los términos “agrupacion” y “colonia” se usan indistintamente
en el presente documento para referirse a un sitio diferenciado sobre un soporte sélido compuesto por una pluralidad
de cadenas de &cido nucleico inmovilizadas idénticas y una pluralidad de cadenas de &cido nucleico
complementarias inmovilizadas idénticas. La expresion “serie agrupada” se refiere a cualquier serie formada por
dichos grupos o colonias. En este contexto el término “serie” no debe entenderse como que se requiere ninguna
disposicién ordenada de agrupaciones.

Uso en secuenciacion/métodos de secuenciacion

[0103] La invencién también incluye métodos de secuenciacion de acidos nucleicos amplificados generados por
amplificacion de genoma completo o en fase sélida. Por tanto, la invencion proporciona el método de secuenciacion
de acidos nucleicos que comprende amplificar una biblioteca de moldes de acidos nucleicos usando amplificacién
del genoma completo o en fase sélida como se describe anteriormente y realizar una reaccion de secuenciacion de
acidos nucleicos para determinar la secuencia de todo o parte de al menos una cadena de acido nucleico
amplificada producida en la reaccién de amplificacién del genoma completo o en fase sélida.

[0104] La secuenciacion puede realizarse usando cualquier técnica de “secuenciacion por sintesis” adecuada en la
que los nucledtidos se afiaden sucesivamente al grupo hidroxilo 3’ libre, dando como resultado la sintesis de una
cadena polinucleotidica en direccion 5 a 3'. La naturaleza del nucleétido afadido se determina preferentemente
después de cada adicidn de nucleétido.

[0105] EIl punto de inicio para la reacciéon de secuenciacién puede proporcionarse hibridando un cebador de
secuenciacion a un producto de la reaccién de genoma completo o en fase sélida. En conexién con esto, uno o
ambos adaptadores afiadidos durante la formacion de la biblioteca de moldes puede incluir una secuencia de
nucleétidos que permita la hibridacion de un cebador de secuenciacion con productos amplificados derivados
mediante amplificacién del genoma completo o en fase sélida de la biblioteca de moldes.

[0106] Los productos de reacciones de amplificacion en fase sélida en la que tanto los cebadores de amplificacion
directo como inverso se inmovilizan covalentemente sobre la superficie sélida también denominadas estructuras
“puente” formadas por hibridacion de pares de cadenas polinucleotidicas inmovilizadas y cadenas complementarias
inmovilizadas, uniéndose ambas cadenas a un soporte sdlido en el extremo 5’. Las series compuestas por dichas
estructuras puente proporcionan moldes ineficaces para la secuenciacion de acidos nucleicos, ya que la hibridacion
de un cebador de secuenciacién convencional con una de las cadenas inmovilizadas no estd favorecida en
comparacion con la hibridacion de esta cadena con su cadena complementaria inmovilizada en condiciones de
hibridacion convencionales.

[0107] Para proporcionar moldes mas adecuados para la secuenciacién de acidos nucleicos se prefiere eliminar
sustancialmente toda o al menos una parte de una de las cadenas inmovilizadas en la estructura “puente” para
generar un molde que sea al menos parcialmente monocatenario. La proporcion del molde que es monocatenaria
permitira de este modo la hibridacion con un cebador de secuenciacion. El proceso de eliminaciéon de toda o una
parte de la cadena inmovilizada en una estructura de acido nucleico bicatenaria “puente” puede denominarse en el
presente documento “linealizacion”.

[0108] Las estructuras de molde “puente” pueden linealizarse escindiendo una o ambas cadenas con una
endonucleasa de restricciébn o por escision de una cadena con una endonucleasa de corte enzimatico. Otros
métodos de escisidn pueden usarse como una alternativa a las enzimas de restriccion o enzimas de corte
enzimatico, incluyendo, entre otras, escision quimica (por ejemplo escision de un enlace diol con peryodato),
escision de sitios abasicos por escision con endonucleasa, o por exposicion a calor o a sustancias alcalinas, escision
de ribonucleétidos incorporados en productos de amplificacion de otra manera compuestos por
desoxirribonucledtidos, escision fotoquimica o escision de un enlace peptidico.

[0109] Se apreciard que una etapa de linealizacidon puede no ser esencial si la reaccion de amplificacion en fase
sdlida se realiza solo con un cebador inmovilizado covalentemente y el otro en solucién libre.

[0110] Para generar un molde linealizado adecuado para la secuenciacién es necesario retirar cantidades
“distintas” de las cadenas complementarias en la estructura puente formada por amplificacién para dejar después un
molde linealizado para la secuenciacion que es completa o parcialmente monocatenaria. Mas preferentemente una
cadena de la estructura puente esta sustancialmente completamente eliminada.

[0111] Después de la etapa de escision, independientemente del método utilizado para la escision, el producto de
reaccion de escision puede someterse a condiciones desnaturalizantes para retirar la parte (0 las partes) de la
cadena (o las cadenas) escindida(s) que no estan unidas a un soporte sélido. Las condiciones de desnaturalizacion
adecuadas seran obvias para el experto lector con referencia a protocolos de biologia molecular convencionales
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(Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 Ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY; Current Protocols, eds Ausubel et al.).

[0112] La desnaturalizacion (y posterior rehibridacion de las cadenas escindidas) da como resultado la produccién
de un molde de secuenciacién que es parcial o sustancialmente monocatenario. Después puede iniciarse una
reaccion de secuenciacion por hibridacion de un cebador de secuenciacion con la parte monocatenaria del molde.

[0113] Por tanto, la reaccidon de secuenciacion de acidos nucleicos puede comprender hibridar un cebador de
secuenciacion con una regién monocatenaria de un producto de amplificaciéon linealizado, incorporar
secuencialmente uno 0 mas nucleétidos en una cadena polinucleotidica complementaria a la regién de la cadena
molde amplificada a secuenciar, identificar la base presente en uno mas de los nucleétidos incorporados y por lo
tanto determinar la secuencia de una regién de la cadena molde.

[0114] Un método de secuenciacion preferido que puede usarse de acuerdo con la invencion se basa en el uso de
nucleétidos modificados que pueden actuar como terminadores de cadena. Una vez que el nucle6tido modificado se
ha incorporado en la cadena polinucleotidica en crecimiento complementaria a la regiéon de un molde a secuenciar
no hay grupo OH 3’ libre disponible para dirigir la extensién de secuencia adicional y por lo tanto la polimerasa no
puede afadir otros nucleétidos. Una vez que la naturaleza de la base incorporada en la cadena en crecimiento se ha
determinado, el bloque 3’ puede retirarse para permitir la adicién del proximo nucleétido siguiente. Ordenando los
productos derivados usando estos nucleodtidos modificados es posible deducir la secuencia de ADN del molde de
ADN. Dichas reacciones pueden realizarse en un solo experimento si cada uno de los nucleotidos modificados tiene
una etiqueta diferente unida, que se sabe que corresponde a la base particular, para facilitar la discriminacién entre
las bases afiadidas en cada etapa de incorporacion. Como alternativa, puede realizarse una reaccion independiente
que contenga cada uno de los nucleétidos modificados por separado.

[0115] Los nucleétidos modificados pueden llevar una etiqueta para facilitar su deteccién. Preferentemente es una
etiqueta fluorescente. Cada tipo de nuclettido puede llevar una etiqueta fluorescente diferente. Sin embargo la
etiqueta detectable no tiene que ser una etiqueta fluorescente. Puede usarse cualquier etiqueta que permita la
deteccidn de un nucledtido incorporado.

[0116] Un método para detectar nucledtidos marcados de manera fluorescente comprende usar luz laser de una
longitud de onda especifica para los nucleodtidos marcados, o el uso de fuentes adecuadas de iluminacion. La
fluorescencia del marcador sobre nuclettido puede detectarse mediante una camara CCD o cualquier medio de
deteccion adecuado.

[0117] La invencion no pretende limitar el uso del método de secuenciacion indicado anteriormente, ya que
esencialmente puede utilizarse cualquier metodologia de secuenciacion que se base en la incorporacion sucesiva de
nucleétidos en una cadena polinucleotidica. Dichas técnicas alternativas incluyen, por ejemplo, Pyrosequencing™,
FISSEQ (secuenciacion de fluorescencia in situ), MPSS (secuenciaciébn de marca masivamente paralela) y
secuenciacion por métodos basados en ligacion .

[0118] EI polinucleétido diana a secuenciar usando el método de la invencion puede ser cualquier polinucleétido
gue se desee secuenciar. Usando el método de preparacion de bibliotecas de moldes descrito con detalle en el
presente documento es posible preparar bibliotecas de moldes comenzando a partir de un polinucleétido diana
monocatenario o bicatenario de secuencia conocida, desconocida o parcialmente conocida. Con el uso de series
agrupadas preparadas por amplificacién en fase sdlida es posible secuenciar dianas multiples de la misma o
diferente secuencia en paralelo.

Kits

[0119] La invencién también se refiere a kits como se define en las reivindicaciones 15 y 16 para su uso en la
preparacion de bibliotecas de polinucleétidos molde usando el método del primer aspecto de la invencion.

[0120] Las preparaciones preferidas de kits comprenden al menos un suministro de un adaptador con
apareamiento erréneo como se define en el presente documento, mas un suministro de al menos un cebador de
amplificacion que sea capaz de hibridarse con el adaptador con apareamiento erréneo e iniciar la sintesis de un
producto de extension, cuyo producto de extension incluiria cualquier secuencia diana ligada al adaptador cuando el
adaptador esta en uso.

[0121] Las caracteristicas preferidas de los adaptadores “con apareamiento erréneo” para la inclusién en el kit son
como se describe en cualquier parte del presente documento en relacién a los otros aspectos de la invencion. La
estructura y propiedades de cebadores de amplificacion sera conocida por los expertos en la técnica. Los cebadores
adecuados de secuencia de nucleétidos apropiada para su uso con los adaptadores incluidos en el kit pueden
prepararse facilmente usando equipos de sintesis de acidos nucleicos automatizados convencionales y reactivos de
uso rutinario en la técnica. El kit puede incluir un suministro de un solo tipo de cebador o suministros distintos (o
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incluso una mezcla) de dos cebadores diferentes, por ejemplo, un par de cebadores de PCR adecuados para
amplificaciéon por PCR de moldes modificados con el adaptador con apareamiento erréneo en fase solucién y/o un
soporte solido adecuado (es decir, PCR en fase sélida).

[0122] En una realizacion el kit puede incluir suministros de diferentes pares de cebadores para su uso en PCR en
fase solucion y fase solida. En este contexto los pares de cebadores “diferentes” pueden ser de secuencia de
nucleétidos sustancialmente idéntica pero diferir con respecto a alguna otra caracteristica o0 modificacién, tal como
por ejemplo restos de captura de superficie, etc. En otras realizaciones el kit puede incluir un suministro de
cebadores para su uso en una reaccion de extension con cebador inicial y un par (o pares) de cebador diferente
para amplificacion por PCR en solucién y/o en fase sélida.

[0123] Los adaptadores y/o cebadores pueden suministrarse en los kits listos para su uso o mas preferentemente
como concentrados que requieren diluciéon antes de su uso, o incluso en una forma liofilizada o seca que requiere
reconstruccion antes de su uso. Si se requiere, los kits pueden incluir adicionalmente un suministro de un diluyente
adecuado para diluciébn o reconstitucion de los cebadores. Opcionalmente los kits pueden comprender
adicionalmente suministros de reactivos, tampones, enzimas, dNTP, etc. para su uso en la realizaciéon de
amplificaciéon por PCR. Ejemplos adecuados (pero no limitantes) de dichos reactivos, se describe en la seccién
materiales y métodos de los ejemplos adjuntos. Otros componentes que pueden proporcionarse opcionalmente en el
kit incluyen cebadores de secuenciacion “universales” adecuados para secuenciar moldes preparados usando los
cebadores y adaptadores con apareamiento erréneo.

[0124] La invencién se entendera adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos experimentales no
limitantes:

Ejemplo

Vision de conjunto experimental

[0125] Los siguientes detalles experimentales describen la exposicion completa de una realizacion de la invencion
como se ha descrito anteriormente. La fuente de ADN usada es ADN de la linea celular humana purificada
proporcionada por Coriell Cell Repositories, Camden, NJ 08103 USA, catalogo n°® NA07055. EI ADN se prepara
primero para la ligaciéon a adaptadores bifurcados por: fragmentacion del ADN por nebulizacion, preparacion de los
extremos de ADN para hacer los extremos romos y fosforilacién, después adicién de un solo nucledtido “A” en los
extremos 3’ de los fragmentos de ADN humano. La reaccion de ligacion se realiza con el ADN fragmentado
preparado y los adaptadores preformados por hibridacion “Oligo A” y “Oligo B” (secuencias proporcionadas mas
adelante). El producto de la reaccién se aisla/purifica del adaptador no ligado por electroforesis en gel. Finalmente el
producto de la reaccion de ligacion se somete a ciclos de PCR para amplificar selectivamente el producto ligado que
contiene el adaptador en ambos extremos de los fragmentos.

Materiales y métodos

Nebulizacion

Materiales:

[0126]

. ADN genémico humano (1 mg/ml) Coriell NAO7055

. Tampon (glicerol 53,1 ml, agua 42,1 ml, TrisHCI 1 M pH 7,5 3,7 ml, EDTA 0,5 M 1,1 ml)
. Nebulizador Invitrogen (N° K7025-05)

. Kit de purificacion de PCR de columnas Qiagen (N° 28104)

Mezcla: 25 pl (5 microgramos) de ADN
Tampodn 725 pl

Procedimiento:

[0127] La solucion de ADN enfriada se fragmenté en el nebulizador sobre hielo durante 5 a 6 minutos bajo al
menos 32 psi de presion. El volumen recuperado (normalmente en algin punto entre 400 y 600 pl) se dividié en 3
alicuotas y se purificd con un kit de purificaciéon de PCR de Qiagen, usando solo una columna y finalmente se eluy6
en 30 pl de EB (Qiagen).

Reparacién de extremos

Materiales:
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[0128]

ADN Polimerasa de T4 NEB N° M0203S

10xNEB 2 tamp6n NEB N° M7002S

100xBSANEB N° M9001S

mezcla de dNTP (10 mM cada una) NEB N° N0447S

fragmento largo Poli | de ADN de E. coli (Klenow, NEB N° M0210S)
. polinucleétido quinasa de T4 NEB N° M0201S

. tampon T4 PNK NEB N° M0201S

. ATP 100 mM

. kit de purificacién de PCR de columnas Qiagen (N° 28104)

[0129] La mezcla de reparacion de extremos se acopl6 de la siguiente manera:
ADN 30 pl
Agua 12 ul
10xNEB2 5ul
100xBSA 0,5ul
10 mM dNTP 2ul
ADN pol T4 (3U/ul) 5ul
50 pl total

[0130] La reaccion se incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente, y después se afiadié 1 pl de fragmento
grande de Pol | de ADN de E. coli (Klenow) y la reaccion se incubd durante 15 minutos mas a temperatura ambiente.
El ADN se purificé de las enzimas, tampon, etc. cargando la mezcla de reaccién en una columna Qiagen, finalmente
eluyendo en 30 pl de EB. Los extremos 5 del ADN se fosforilaron después usando polinucleétido quinasa de la
siguiente manera:

ADN 30 pl
Agua 9,5 ul
Tampdn 10xPNK 5 pl
ATP 100 mM 0,5l
PNK T4 (10U/ul 5l

50 pl total

[0131] La reaccidn se incubd durante 30 minutos a 37 °C, después se inactivd con calor a 65 °C durante 20
minutos. Después el ADN se purificé de las enzimas, tampon, etc. cargando la mezcla de reaccién en una columna
Quiagen, finalmente eluyendo en EB 30 ul. Se agruparon tres grupos distintos para dar 90 pl total.

Reaccién de cola A

Materiales:
[0132]

. Taq ADN polimerasa NEB N° M0267L

. 10 x tampon termopol NEB N° B9004S

. dATP 1 mM Amersham-Pharmacia N° 272050

. kit de purificacién de PCR de columna Qiagen (N° 28004)

[0133] Se ensambld la siguiente mezcla de reaccion:
ADN 30 ul
10x tampon termopol  5p
dATP 1 mM 10 pl
Taq pol (5U/ul) 3ul
~50 pl total

[0134] La reaccion se incubé durante 30 minutos a 70 °C, después el ADN se purifico de las enzimas, tampén, etc.
cargando la mezcla de reaccién en una columna Qiagen MinElute, eluyendo finalmente en 10 ul EB.

Hibridacién del adaptador bifurcado

Materiales:
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[0135]

. “Oligo A” y “OligoB”
. Tris 50 mM/NaCl 50 mM pH 7
. maguina de PCR

Oligo A 100 yM 20 pl
Oligo B 100 yM 20 pl

Tris/NaCl 10 ul
50 pl a 40 uM de duplex en Tris 10 mM /NaCl 10 mM pH 7,5

Oligo A: 5’ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCXT (x = enlace fosforotioato) (SEC ID N°: 1)
Oligo B: 5’'Fosfato-GATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEC ID Ne°: 2)
[0136] Las cadenas adaptadoras se hibridaron en una maquina de PCR programada de la siguiente manera:

Rampa a 0,5 °C/segundo hasta 97,5 °C
Mantener a 97,5 °C durante 150 segundos

[0137] Después una etapa de 97,5 °C durante 2 segundos con una caida de temperatura de 0,1 °C/ciclo durante
775 ciclos

Reaccién de ligacién

Materiales:
[0138]

. adaptador bifurcado 40 uM

. ADN gendmico con cola A

. Quick Ligasa NEB N° M2200L

. tampon Quick Ligasa 2x NEB N° M2200L

. maguina de PCR

. kit de purificacion de PCR de columnas Qiagen (N° 28104)

[0139] La mezcla de reaccion se ensamblé de la siguiente manera:

ADN 10yl
2x tampon 25 pl
Adaptador 40 pM 10 pl
Quick Ligasa 5l

~50 pl total

[0140] La reaccion se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente y después el ADN se purifico de las
enzimas, tampodn, etc. cargando la mezcla de reaccion en una columna Qiagen, finalmente eluyendo en EB 30 pl.

Purificacién en gel

Materiales:
[0141]

. Agarosa Biorad N° 161-3101

. escalera de 100 pares de bases NEB N° N3231L

. TAE

. Tampodn de carga (Tris 50 mM pH 8, EDTA 40 mM, sacarosa 40% p/v)
. Bromuro de etidio

. Bandejas y tanque de gel. Unidad de electroforesis

[0142] Toda la muestra de la reaccion de ligacion purificada se cargé en un carril de un gel de agarosa al 2% que
contenia bromuro de etidio y se desarrollo a 120 V durante 50 minutos. Después el gel se observé en una caja de
“luz blanca” y los fragmentos de por encima de 300 pb a al menos 750 pb se escindieron y purificaron con un kit de
purificacién de un Gel de Qiagen, eluyendo en 30 ul de EB. Para tortas de gel grandes se usaron dos columnas de
minElute, eluyendo cada una en 15 ul de EB y se agruparon.
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Amplificacion por PCR

Materiales:
[0143]

ADN ligado

CEBADOR 1: AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGA (SEC ID N°: 3)
CEBADOR 2: CAAGCAGAAGACGGCATACGA (SEC ID Ne: 4)

mezcla 2x Jump Start Red Taq PCR Sigma N° P0982

maguina de PCR

columnas MinElute de QiagenQiagen (N° 28004)

[0144] EI ADN ligado purificado se eluyd 25 veces, y después se preparé una mezcla de reaccion PCR de la
siguiente manera:

ADN 1l
Mezcla 2x Jump Start Red Taq 25 pl
Cebador 1 100 uM 0,5ul
Cebador 2 100 uM 0,5ul
Agua 23 ul

~50 pl total

[0145] El termociclado se realizé en una maquina de PCR bajo las siguientes condiciones:

. 2mina94°C

. [45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 65 °C, 2 minutos a 70 °C] 16 ciclos
. 5 minutos a 70 °C

. mantener a 4 °C

[0146] Los productos de PCR se purificaron de las enzimas, tampdn, etc. en una columna MinElute de Qiagen
eluyendo en 10 pl de EB. La biblioteca de ADN resultante esté lista para amplificacién sobre una plataforma de PCR
de superficie.

Validacion de bibliotecas

[0147] 1 pl de la biblioteca de ADN se clond en un vector plasmidico y se sembro en placas de agar. Se
seleccionaron 19 colonias se sometieron a miniprep y los insertos clonados se secuenciaron mediante
secuenciacion Sanger convencional. Los datos de secuencia obtenidos fueron los siguientes:

Clon 1 (SEC ID N°: 5)

TGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTETGG
GGACCGTCCTGTGCATTGTAGGGTGTTCAACAGCATCCCTGACCTCCACCTACAAGATGC
CAGTAGCGAATCCCCTCAGCCCTCATCTCCTTGCCATAGTTGTGTCAACCAAAATCATCT
CCACACATTGTTAGATGTTTACTGGGAGGCAGACTCACTCCCACTT_(}AGAACCACTGTAC
TAGAAATATCACCAAGAGAATGAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
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Clon 2 (SEC ID N°: 6)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGT
GGGCTTTGTTCTTTGAGAGGTTGCAGTCAACATGATTCTTTAAGACCAGRACCCTGCACA
CTTCTTGGGCTGTATTTCTTACATTCCTTTTCTATTTTAACCATATCCCATCTTACCTAC
TTCCAGCATAGTGGTCATATTTAATTTTTACARAACCATTTTGCCACTTGCTGCCAACTA
TGTTCTTTATAAAGCAGACTTTGAGATGGAGGCTAGTGTTCAGAG@GGATGCTTAGGAGA
ACTTTGGAGATTAATACTTATGGCAGGTAAGGGAAGGAAGCAGGATTAGACAGAAATATT
GAACTGTGATACAAAGTCAGCAAAGACTTTAGTCAATAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCG
TCTTCTGCTITG |

Clon 3 (SEC ID N°: 7)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTT
CGATTCCCTTCAATGATTATTCCATTCGAGTACATTCGATGATTCCATTCGATTCTATAT'
GATGATGATTGCATTCGAGTCCGTGTATTATTCCATTCCATT CCATTAGATGATTCCATT
CGAGTCCATTCGATGATTCTCTTCGATTCCGTTCGATAATTACGCTTGATTCCGTTTGAT
GT?GATTCCATTCGAGTCCATTCAATGTTAATTCCATTCGATTCTAAGCGATGATTCCAT
TCCTTTCCATTAGAAGATGAT%CCATTCGAGACCATTCGATGATTGCATTCAACTCATTC
GATGACGATTCCATTCAATTCTGTTCAATGATTCCATTAGATTCCATTTGATGATGAGTC
CATTCGATTCCATTTGATGATGATTCCATGCGATTCCATTAGATGA?GACCCCTTTCATT
TCCAAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG |

Clon 4 (SEC ID Ne°: 8)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTT
ARATGCTAGGCATATTGTGTACCCCACAT TGGTTTGTAGCCAGCTCTATGTCATAGGGCC
CTTACCCTTTACCTATTTATTGTTAGTATAATGTCCATAAACAAGCCAATGGCTCAGCAT

GAACTGATGCTAAAGAAAGCTCATGCCTGAGTGATAAATTAAGTGACCTCAGCTATTTCT
CTTCAGTGTTGTGAAAGTTAITTTTAACAGTAGGTTTCCTGGTAGATTCTCTAACCACTC
GGTATTTCACATGGCCCAACTTGGTTAACTCGACTGGTTACGGCAAATGCTGAAGATCGE
AAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
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Clon 5 (SEC ID N°: 9)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGRAGCTCTTCCGATCTTA
AGGAAGTTAGGTAGATAATTTTTGTTTAGGCCATATAGCTTTGATTTTCTGATAACAATT
TTATAAACTTAGAAATTTTCATGTAAGATACAGGAATACTGGAAGCAAAAAAAAGAAGGT
GCTTTAACCTTAGGGATTGAAAAAATAGTAATTTAGGTTGAAAATGCTGCTTGAAAGTTA
ATGCTGATAGCATTACTACACATGATGATTTTTTCTGGAAGGAAAGCTTTATCTGGGCCT
TCAATTTAGGAATTTTTCTCTTTGGTTTTTAAAAGCTGCCATATTCACTTGAGCTTCATG
GGRAAGATGCAAATAACTARAACAAATGAACAAARACCATGTTGAGGTCAGGAACTTATT
TCAAGAAAGCAAGTTCTAGGTTTTCTTTTAAAGTGACAGTAGAGCCTTAGGCCTCAAACC
ATCTACAACCATGTTAACAGTAAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Clon 6 (SEC ID N°: 10)

BATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCAGATCTTC
CTECCTCAGCCTCCCGAGTAGTTGGGATTGCAGGCATGTGCCACCATGCCCTGCTAATTT
TTGTATTTTTAACTAARGGAGGGETTTTGCCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGARTGCCTG
ACCTCAGGTGATCCGCCCACCTCAGCCTCCCAGTGCTGEGATTACAGGTGTGAGCCACTG
CGCCCAGCTGAGGGTAACTATTTTTAATGTGGCTGATGAATGTAACTATCCTGTCCCATG
TCTCTGTCCCCAGCTGCAGAGCCCTCGTCGAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTG
CTTG . |

Clon 7 (SEC ID N°: 11)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAA
GGTTTAAATTTTCTATATAGCCTGAAAAGTTTGAATGTTTAATTCAAACTAATTTATTGA
GCAATGGCATTTARGAAAATGGAAAGATACAAAGGGACTTTCATCAGATGAT AAGTGGAT
AAGAGAGAARAATGCAGACAGATGAGCCAGAGTTGTGTARAAGCTGGGAGGCTAGCAGEER
CCTTGTAGATAGCCAAGCTGACTGGGGAACAGAGATAAAT GEGAGCAGAGATCAGARAGT

I CATCCTTACCCTGCTGCCCGTGGTGARAGCAGACTTGCAAGATCGGAAGAGCTCGTATG
CCGTCTTCTGCTTG
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Clon 8 (SEC ID N: 12)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAR
GGAATCTTTATTTTCTACAT TTGAGTTTGGARARCTGAGCTAGCACATCTARATCCATCT
AATTTTGGTCATTGGTTTTAACAAGTTCATCTTATTTTTTTARACATCTGATCTTTATTT
TATAGAATAGACTACACAAAGTCTTTTGGARAATTAARATATTTTAACT TCCARCAATTT
TCAGATTTTACTTATAAAAAAATTTAAAATCCTCTACTTTACTCGCATCTTTATTATTTC
TGACTTTCTAGCTACTTAAAGTTAAGGAGGARATTARCCTCTCTARGATCGGAAGAGCTC
GTATGCCGTCTTCTGCTTG o

Clon 9 (SEC ID N°: 13)

BATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCG
CCATAACCACAGCCCAGGLLTCCGTAGCCACAGCACCCATAGCCATGGCCACCATTGTAG
TTTCTGTAGTAGCTGCCACACATGGTGTTGGTTGTTGAGGTCATCCTTGGGTAGGAAGGA
GPCTAGGTGACTTCAGTATGGACACTTCTCCGCAGAGGGCCTTTTATATGCCTCAGTGAA
TCAGAACATAGCGTGCCCCTGCAAAAATATCTCTAAAGGCCTTTCATTGTGCTGAGAAGT
TCTGGCCCTTACGTATCTCTCTGATTTCATATCCTGCTACTCTCCTCCATTTATCTATAA
TGCTCAAACTCTGCTGGCTTTTTGTCTTTTAAAATGCAGCﬁGGTTTCTTCTCACAATAAG
GAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Clon 10 (SEC ID Ne: 14)

AATGATACGGCGACCACCGRGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAG
AGAGAAGTTATTTAAGACAAGTAAGGTATCAGGTTGTGACTCAAATACCACAGAATCTAG
CTATTGTTAGCAATATTAAGTATATTTTCTTAAATGAAGGATTCTCCATTTACCATATGC
CCCTTGGATAATTTCCAGAGAATTTAATTTTTTAAAAGGAATTTTCACCAATTAAATTAT
TGTTTTGATCARRAGAGGACCCACTGAACACCTTATTCATTATTAARATGTATCATAARA
CTTAATTATGGAGCTEGETACAGGGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTG
AGGCAGGAGGACTGCTTGAGTCCAGGAGTTTGAGACCAGééTGGGTAACATGGTGAAACC
CTGTCTCTACAARAAATACAAAAAATTAGCCAGGTGTGETGAGATCGGARGAGCTCGTAT
GCCGTCTTCTGCTTG '
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Clon 11 (SEC ID N©: 15)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCC
CAGGGAAGCCARAAGATTGGACACCCCTCTTTCAAACTATARATTCCTCCCATAGTTAGT
TTGGCCTATGCTGGGRAATGAACAAGGGTGGCTTTGAGCTT AGRAGCARAATGGAGTCAG
TTAGGTCAGACTTTTTTTCACTATCATACTTTTTCTATGTCAGATTTATCTCACTTGTAA
T TTTGCAAGGETGETTTCAGAGCCACTAAGCTTGTGGTAATTTTTTACTGCAATAGAAR
ACTAATGCATTAGGTAACCCTCITTTTTTCCCTCTGATTGCTTGCTCTGGGGTAAGCCAG
CTGCCATGTTGAATTTTTCATTTTGTTACTGAGCAATCAATGGGCTCACTGCCCGACGTS
CATAGAGGCCAATACTGTGECACTAGTTTTTGAGAAAAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCE
TCTTCTGCTTG | |

Clon 12 (SEC ID N°: 16)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTT
TCAGATTTTATATGTATTAACTCAGAACACACACCTCTTATCACACATATTTTTTCATéT
AATTIATCTAAATCTTATAGAAAAGGGTCCATTTGCATTTTCTCTTATTAGACTCCTGAT'
TTCAAATAATATATTACTTATGAGTATTTTTCTGTGCTGTAGTTATTCATTCTTATAGAT
ATGTAACATAATTCCTTTTGCAAAGGTAAAAATTGAGCTATCTCTTGTTGAGGATTTGTT
GATCTCTGTCTAAAGTTTCAAARATAAAGAACTTTAAAAGCAAAATGTAAATTCCTTTCA
AGTTTTAGTAAAATTACTTCAAACTTAGTAGCTTAAACAATACAGATTTATTATGTTACA
GTTCTGTAAGACAGAAATCTGACTTGATCACACCATGGTAAAACCAAGATACTGCCAGGG
TTGGTTTTTTCTTGGGGGGGGTCTGTGGGAAGAGTTTGTTTCCTTTGGTTTTCCACAGCC
CAGAGGCTGCTTGCATTCCTTTGATCACTAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGC
TTG

Clon 13 (SEC ID Ne: 17)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTA
TTGTTTAGGGAATAATGACAAGGAAAAAAAGTCTGTAGATATTCAGTACAGAGGCACCCA
TCTTTTTAAATTTCTGAAGATTTTTTACTCATGCTTGGTTGAATCCACAGATGCAGAACC
CATAGGTTCAGAGGGCCAGCTGTGCTTTGAAAATATTAGé&TGTéTTTTTATTAGAAAGA
BARCTCTGAGGCCAGGCACGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGCAGGCTGAG
GTGCGCGGATCACAAGGT GAGGAGATCGAGACCATTCTGGC TAACATGGTGAAACCCTGT

CTCTACTAAAAATACARARAAATTAGCCEGGCGTGGTAGTGAGCACCTAGATCGGAAGAG
CTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
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Clon 14 (SEC ID N°: 18)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGE
AATTGGTAARACAGTAAGCAATGARACAGACACTTCTCAAATATTCCAAGATGGTACACG
CTTTTCAGTGTGTATGATCCAATAAAGCCATTGGAAGTAGGCTTTAATAGTCAAAAAAGA
CTATTCAGTTAGATAGGAACTATTTGCCTATAACTATTGGCCAAAAATAGGTTAAARRAT
TGTTTTAAATTTGTGCTTTACAAAACATGTGGACTTTTTTAGAARATGTGTCAAATTTCA
AAAGAAATATAGACHTTATGGKKAGGTCHGTTAAGCACAGCCCTRATCCTGAAAACATAA
CTATGAAAGATACTAGCTGTTACTTGTAACCAAAAGGAAAAAAAAGATATTAGTAACCAA
TAATTAGCAAACAATGCCCATATATTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGGCT
TACTCAGGCTGGATGTGATCATGAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Clon 15 (SEC ID Ne°: 19)

ARTGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTT
AGAAGCTCTATTATACTGGAARAGAGATATGAGACCCTTCCTACTTTAAGAATCAATGAR
GCCGEETETGETGGCTCACGCCTGTACTCCCAGCAT TTTGAGAGGCCAAGCTGGGCAGAT
CACCTGAGGTCGGGAGTTTGAGACCAGCCTAGCCARCATGATGARATCCTGTTTCTACTA
ATAACACAAAAATTAGCCGGGTGTGGTGGCGCACATCTGGAAT CCCAGCTACTCCAGAGS
CTGAGGCAGGAAAATTGCTTGARGCTGGGAAGCAGAAGTTGCAGT GAAGATCGGAAGAGT
TCGTATGCCGTCTTCTGCTTG

Clon 16 (SEC ID N°: 20)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGG
CTGGACTGAATAGGATAGCCTTAGCTGTARAATTGGGCTGAT CTTTCARATGGACTCATG
CTTGCCGAATGACTCACGCTCCTGTTTACARATCAGCTCTGT GAAGAAATGCAGAGTGGE
AGGCTCTGCTTGCCAGACGGAGACCTTAGACCTCCAGGGGCGGAGAACGGAGTACTTCCT
CTGGTGCTCGGCTTCCCTTCCTGGGEECAGATCTCTCAGCTTCTGGTTGGTGGCTCTCAR
AATCCAGACACRAGGTCAGCTGCAGCCAGCGTGGECCCTGGAGTAGCTCCAGTTATGGGE
CAGCAATGGCCCCCTCTCATT T TGAGAGCTCACTTTGCCTGTGGATGGTTTTAATCCATC
TGGATAAACTTGAGGCCCATGGGAATACCATATACTATGGTAACCATGTACACTGCTCTA

AAGATGTGGCTGCTGTTGTATAACTTTTTCCTTTATTTTTGTCAATTTCCTATTTTCCAG
AGTCTTGCATACCCACTATGTCTACTGTGATAGTGAACGTAAAAACATACAAGATGTTGG
TGTTATCCTCAATCTCAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
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Clon 17 (SEC ID N°: 21)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCT
GTGAGARATCAATGTCTGCTGTTTATAAGCCGCCGGGCTGTGATAT CCTGTGAGAGTGGE
CCCAGTGGATGARGACAGATGCTCTCAAGGAGCGCAGATGACGCGGGTTCCGAAGEACTC
GGCACCCAGCCCGGAGGCCGGCAACATGGECAAGGGGCCTCTCACGGCTGACCTGTTTCC
TCATCAGCACATCAGGACAATAAGAGCTCCCACTTCACAGGTGGTGARGAGCCAACGTGE
TGAAGAATGAATAAAGCAGCTCGTGGAAAGTGCTGTGCATGAGGCCTGGCAACCGGTCCC
TGCTCTGAGGTCACCTGCCACGGAGCTGCTGACAGGACCATTAAARACACAATTGTGCAR
GTGCTCACCCACATTCACAGCAGCAGAATCTCCACCAGCCAAGCATTGGAGACGATCCTT
GCATCCATAGACATGAACAGATGAGCAAAACGTGGTCTATACGGACGATGAAATAGCACT
CAGCCCTAAGAAGAAATAAAATCCCGACAGAGAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTC
TGCTT o |

Clon 18 (SEC ID N°: 22)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGC
TGAGAGGAGAGGAGAGGCTGGCAGGGGGCTGATGCAGGAGGTGATAGGGCTCCCGGTGAT
AAGAGGTGAGAAGAACAGTCTCTGTGTGCCTAGAGAAGAGATTACCAGAAGTCTGCTATC
TGTTTGTTCGCGGATGTCGGACAGGCAGGATCGGTGATGGCAGGTCTTGGGEGARGGATT
ATCAGGAGCTAAAAGCTGTCTTCACCTTGGCTGCTAAGAACTCATCTCGGATCTTCTTAG
AATTCCAAATCGGACTTTTCTCCTAGCAGTGGCTACATCCTTAACCTCAAAAATACCCGT
ATTAGCAGATCTACCTCCATGAAATAGACAATTCTTGACAAACTAAGATCGGAAGAGCTC
GTATGCCGTCTTCTGCTTG

Clon 19 (SEC ID Ne: 23)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGT
TATTTTTCATACTGATGATTCTAGGGCGGTTCCCTGGACTTGGCTGGGACCAGAACTGTC
TCACAGCTGCCAGCGCTCCCCACCCCCATGAGAACCATCGTGCTGAAGATGAAGAGCCAA
AGCCAAACTGACCAGCCTCTGCAACCCCAAGCATCACCGTGTGAGGACAGCGTGATGTGG
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[0148]

Estos resultados confirman que el método de preparacion de bibliotecas produce una biblioteca de moldes
de ADN “secuenciables” que contienen una mezcla de fragmentos de diferente secuencia. EI ADN inserto de cada
una de las 19 colonias secuenciadas se encontré que se alineaba con una secuencia de referencia del genoma
humano (alineamiento no mostrado), lo que ilustra que el método produce una biblioteca de moldes que refleja
realmente la composicién de secuencia de los fragmentos diana de partida (es decir los clones contienen fragmentos

ES 2450047 T3

AGCCGCGGAGACCCCACGCAGTGCTGCGAGGGECARCCACATGCAGGGGGGCAGAGGTGT
GGGGGAGCARGCAGATGCCACCGGCATGCCTAGGAGCCACAGGGAGCATGCGGGCTGEEE
AGTGATGGGAATGAACGTGAACTCCAGTCCTGCCCCAAGRAGTCCTCCGGCCCCTCCTTC
TCAATTCAGGGCACARAGTGGTAACTGCAGCATGCAGAGGAGT CGAGGAGTCTTECCTCG
TCCCAGGAGCAGCACCTCGGGCACAGTCTCGGTCCCACAGAACAGCCARGTGTGGETTGE
TGGTCTAGAGACCTCCGAAGATCCAGTGGGGGAAGGATGGGCAGCAGAGGGTCTACTCTC
TGRARATARGGGGAAGGGATTTTCCCTCCCCACTGCCARGGTCCCAGCTACTGGACGTGE
GTGGAGATCGGAAGAGCTCGTATGCCGTCTTCTGCCTT

genomicos humanos en lugar de secuencia “redundante”).

LISTADO DE SECUENCIAS

[0149]

<110> Solexa Limited

<120> Método de preparacion de bibliotecas de polinucléotidos molde

<130> P81137W0O00

<160> 23

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial

<220>
<221> misc_feature
<222> oligonucledtido sintético

<400> 1
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct

<210>2

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> misc_feature
<222> oligonucledtido sintético

<400> 2
gatcggaaga gctcgtatge cgtcttctge ttg

<210> 3

<211>44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

33

33
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<220>
<221> misc_feature
<222> oligonucleétido sintético

<400> 3

ES 2450047 T3

aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acga

<210>4

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> misc_feature
<222> oligonucledtido sintético

<400> 4
caagcagaag acggcatacg a

<210>5

<211> 296

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

tgatacggcg accaccgaga
ggaccgteoct gtgocattgta
cagtagegaa tccocteage
ccacacattg ttagatgttt
tagaaatate accaagagaa

<210> 6

<211>431

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

aatgatacgg
gggettigtt
cttecttggge
ttecageata
tgttctttat
actttggaga
gaactgtgat
tcttetgett

cgaccaccga
ctttgagagg
tgtatttett
gtggteatat
aaagcagact
ttaatactta
acaaagtcag
g

<210>7

<211>518

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

aatgatacgg
cgattccett
gatgatgatt
cgagkccatt
gttgatteca
teetttecat
gatgacgatt
cattecgattce
tccaagatcg

cgaccaccga
caatgattat
gcattegagt
cgatgattct
ttcgagteea
tagaagatga
ccattcaatt
catttgatga
gaagagctcg

21

tctacactct
gggtgttcaa
ccteatetee

actgggaggce
tgagategga

gatctacact
ttgcagtcaa
acattecttt
ttaattttta
ttgagatgga
tggcaggtaa
caaagacttt

gatctacact
tecattegag
ccgtgtatta
cticgattee
ttcaatgtta
ttececattcga
ctgttcaatg
“tgattcecatg
tatgeegtet

29

44

ttecctacac
cageaktecct
ttgecatagt
agactcactc
agagctcgta

ctttecctac
catgattett
tctattttaa
caaaaccatt
ggctagtgtt
gggaaggaag
agtcaataga

ctttcectac
tacattcgat
ttecattcea

gttcgataat.

attccatteg
gaccattcga
attccattag
cgattccatt
tetgettg

gacgetotte
gacctccace
tgtgtcaace
ccacttgaga
tgcegtettce

acgacgctet
tazagaccaga
ccatatccea
ttgececacttg
cagaggggat
caggattaga
tecggaagage

acgacgctct
gattecattc
ttccattaga
tacgcttgat
attctaageg
tgattgeatt
attecatttg

agatgatgac

cgatctgtygg
tacaagatgc
aaaatcatct
accactgtac
tgcttg

tecgatcotgt
accctgcaca
tettacctac
ctgecaacta
gcttaggaga
cagaaatatt
tegtatgeecg

tcegatettt
gattctatat
tgattecatt
teegtttgat
atgattecat
ceactcatte
atgatgagte
cecctttcatt

60
120
180
240
296

60
120
180
240
300
360
420
431

60

120
180
240
300
360
420
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<211> 387
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

aatgatacgg
zaatgctagy
cttacccttt
gaactgakgc
cttcagtgtt
ggtatttcac
aagagctegt

<210>9
<211>536
<212> ADN

cgaccaccga
catattgtgt
acctatttat
taaagaaagc
gtgaaagtta
atggcecaac
atgeegtett

<213> Homo sapiens

<400>9

aatgatacgg
aggaagttag
ttataaactt
gctttaacct
atgetgatag
tcaatttagyg
ggaaagatgc
tcaagaaage
atctacaacc

<210> 10
<211> 364
<212> ADN

cgaccaccga
gtagataatt
agaaaktttte
tagggattga
cattactaca
aatttttcte
azatzactaa
aagttctagg
atgttaacag

<213> Homo sapiens

<400> 10

aatgatacgg
ctgectcage
ttgtattttt
acctcaggtg
cgceccagetg
tctetgteoe
cttg

<210> 11
<211> 374
<212> ADN

cgaccaccga
ctecegagta
aactaaagga
atccgeccac
agggtaacta
cagctgcaga

<213> Homo sapiens

<400> 11

aatgatacgg
gatttaaatt
gcaatggcat
aagagagaaa
ccitgtagat
tecatecttac
cogtettetg

<210> 12

cgaccacega
ttetatatag
ttaagaaaat
aatgecagaca
agccaagetg
cctgetgecce
cttg
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gatctacact
accecacatt
tgttagtata
teatgcetga
tttttaacag
ttggttaact
ctgettg

gatectacact
tttgtttagg
atgtaagata
aaazatagta
catgatgatt
tttggttttt
aacaaatgaa
ttttettita
‘taagatcgga

gatctacact
agttgggattg
ggggtittyge
ckeagectec
tttttaatgt
gccctegteg

gatctacact
cctgaazagt
ggaaagatac
gatgagccag
actggggaac
gtggtgaaag

30

ctttecctac
ggtttgtage
atgtccataa
gtgataaatt

taggttteet

cgactggtta

ctttcectac
ceatataget
caggaatact
atttaggttg
ttttetggaa
aaaagctygce
caaaaaceat
aagtgacagt
agagctegta

cttteccetac
caggcatgtg
catgttggec
cagtgctggg
ggctgatgaa
agatcggaag

ctttcoectac

ttgaatgttt

aaagggactt
agttgtgtaa
agagataaat
gagacttgca

acgacgetcet
cagctetatyg
acaagccaat
aagtgaccte
ggtagattct
cggcaaatge

acgaagctet
ttgattttet
ggaagcaaaa
aaaatgetyge
ggaaagettt
atattcactt
gttgaggtea
agagecttag
tgeegtette

acgacgctet
ccaccatgec
aggctggtet
attacaggtg
tgtaactate
agctegtatg

acgacgetet
aattcaaact
tcatcagatg
aagctgggag
gggagcagag
agatcggaag

tcegatettt
tcatagggee
ggctcageat
agctatttet
ctaaccacte
tgaagatcgg

tecegatetta
gataacaatt
aaaagaaggt
ttgaaagtta

atetgggect’

gagettcatg
ggaacttatt
gectcaaace
tgcttg

tcagateLte
ctgctaattt
tgaatgectyg

tgagccactg :

ctgtcccatg
ccgtctictg

teecgatctaa
aatttattga
ataagtggat
gctageaggy
atcagaaagt
agctegtatg

60
120
180
240
300
360
387

60

120
180
240
300
360
420
480
536

60

120
180
240
300
360
374
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<211> 379
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

aatgatacgg
ggaatcttta
aattttggtc
tatagaatag
tecagatttta
tgactticta
gtatgecgte

cgagcaccdga
ttttetacat
attggtttta
actacacaaa
cttataaaaa
gctacttaaa
ttetgettg

gatctacact
ttygagtitgg
acaagttcat

‘gtettttgga

aatttaaaat
gttaaggagg

cktteectac
aaaactgagce
cttatttttt
aaattaaaat
cctetacttt
aaattaacct

acgacgctet
tagcacatct
taaacatctyg
attttaactt
actecgecatot
ctctaagatc

teegatetaa
aaatccatct
atctttattt
ccaacaattt
ttattattte
ggaagagetc

60
120
180
240
300
360
379.

<210> 13

<211> 455

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 13

15

aatgatacgg
ccataaccac
tttetgtagt
gtgtaggtga
tcagaacata
tetggcectt
tgctcaaact
gagatcggaa

cgacecaccga
agcccagges
agctgccaca
ctteagtatg
gcgtgcecct
acgtatctet
ctgctggett
gagctcegtat

gatctacact
teegtageca
catggtgttg
gacacticte
gcazaaatat
ctgattteat
tttgtetttt
gcegbetict

ctttecoctac
cagcacccat
gttgttgagyg
cgcagagggc
ctctaaagge
atcctgetae
aaaatgcagce
gcttg

acgacgetet
agccatggece
tcatcecttagg
cttttatatg
otttcattgt
tctectecat
aggtttctte

tcegateteg

aceattgtag:

gtaggaagga
c¢ctcagtgaa
getgagaagt
ttatctataa
tecacaataay

60

120
180
240
300
360
420
455

<210> 14

<211> 495

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14

25

aatgdatacgg
agagaagtta
ctattgttag
cecettggata
tgttttgate
cttaattatyg
aggeaggagyg
ctgtetcectac
gccgicttet

cgaccaccga
tttaagacaa
caatattaag
atttocagag
aasaagaggac
gagctgggta.
actgcttgag
aaaaaataca
gocttg

gatctacact
gtaaggtatc
tatztettct

aatttaattt-

ccactgaaca
caggggctca
tccaggagtt
aaaaattage

ctttecectac
aggttgtgac
taaatgaagg
tttaaaaggsa
ccttatteat
tgocctgtaat
tgagaccagce
caggtgtggt

acgacgctct
‘tcaaatacca
attctceoatt
attttecacca
tattaaaatg.
cccagcactt
ctgggtaaca
gagatcggaa

tcecgatctag
cagaatctay
taccatatge
attaaattat
tatcataaaa
tgggaggetg
tggtgaaacc
gagctegtat

60
120
180
2490
300
360
420
480
483

<210> 15

<211> 491

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

aatgatacqgg
cagggaagcece
ttggectatg
ttaggtcaga
tttttgcaag
actaatgcat
ctgecatgtt
catagaggcc
tcttetgett

cgaccaccga
aaaagattgyg
ctgygaaatg
cttttittea
ggtggtttca
taggtaacce
gaatttttea
aatactgtgg
g .

gatctacact
acacccctet
aacaagggtg
ctatecatact
gagccactaa
tettttttte
ttttgttact
cactagtttt

31

ctttecectac
ttcaasactat
gctttgaggt
ttttetatgt
gcttgtggta
cctctgattyg
gagcaatcaa
tgagaaaaga

acgacgetet
aaattcetee
tagaagcaaa
cagatttatce
rattttttact
cttgetctgg
tgggcteoact
tcggaagage

tcegatctec
catagttagt

atggagtcag

tcacttgtaa
gcaatagaaa
ggtaagccag
gcecgacgtyg
tcgtatgecyg

60 -
120
180
240
300
360
420
480
491
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<210> 16

<211> 603

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

10

aatgatacqgg
tcagatttta
aatttatcta
ttcaaataat
atgtaacata
gatctctgic
agttittagta
gttctgtaag
ttggtttitct
cagaggetge
ttg

cgaccaccda
tatgtattaa
aatcttatag
atattactta
attccttityg
taaagtttea
-aaattacttc
acagaaatct

cttggggggg
ttgcattect

gatctacact
ctcagaacac
aaaagggtcce
tgagtatttt
caaaggtaaa
aaaataaaga
agacttagta
gacttgatea
gtctgtggga
ttgatcacta

ctttcectac
acacctctta
atttgeattt
tectgtgetgt
aattgagcta
actttaaaag
gettaaacaa
caccatggta
agagtttgtt
gatcggaaga

acgacgctct
tcacacatat
tctcttatta
agttattcat
tetottgttyg
caaaatgtaa
tacagattta
aaaccaagat
teetttggtt
gctcogtatge

tecegatettt
ttttteatgt
gactcctgat
tcttatagat
aggatttgtt
attcettica
ttatgttaca
actgccagqgy
ttccacagece
cgtcttetge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
603

<210> 17

<211> 442

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17

20

aatgatacqyg
ttgtttaggg
tctttttaaa

cataggttea’

aaactctgag
gtgggeggat
ctctactaaa
ctegtatgec

<210> 18

cgaccaccyga
aatasatgaca
tttcotgaaga
gagggccage
gccaggcacy
cacaaggtga
aatacaaaaa
gtettetget

gatctacact
aggaaaaaaa
ttttttactc
tgtgcttiga
gtggctcacy
ggagatcgag
aattagcceaq
tg

cttteectac
gbtctgtagat
atgcttggtt
aaatattagc
cctgtaatcee
accattetgg

geatggtagt

acgacgctct
attcagtaca
gaatccacag
ttgtgttttt
cagcactttg
ctaacatggt
gagcacctag

tccgatetta
gaggcaccea
atgcagaace
attagaaaga
ggaggctgag
gaaaccctygt
atcggaagag

60

1z0
180
240
300
360
420
442

<211> 537
<212> ADN
<213> Homo sapiens

25

<400> 18

aatgatacgg
aattggtaaa
cttttcagty
ctattcagtt
tgttttaaat
aaagaaatat
ctatgaaaga
taattagcaa
tactcagget

cgaccaccga
acagtaagca
tgtatgatec
agataggaac
ttgtgcttta
agacattatg
tactagcectgt
acaatgceca
ggatgtgatc

gatetacact
atgaaacaga
aataaagcca
tatttgecta
caaaacatgt
gaaaggtcag
tacttgtaac
tatatttect
atgagatcgyg

cttticectac
cacttctcaa
ttggaagtag
taactattgg
ggactitett
ttaageacaq
caaaaggaaa
ttttttttit
aagagctcgt

acgacgctct
atattccaag
gctttaatag
ccaaaaatag
agaaaatgtg
cectaatect
aaaaagatat
ttttttttga
atgcegtctt

tcegatcetge
atggtacacg
tcaaaazaga
gttaaaaaat
tcaaatttca
gaaaacataa
tagtaaccaa

gacagyggct.

ctgctty

60

120
180
240
300
360
420
480
537

<210> 19

<211> 381

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 19

32
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aatgatacgy
agaagctcta
geegggtgty
cacctgaggt
ataacacaaa

ctgaggcagyg

tegtatgeeg

cgaccacoga
ttatactgga
gtggctcacy
cgggagtttyg
aattagccgyg
aaaattgett
tettetgett

<210> 20

<211> 650

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20

aatgatacgg
ctggactgaa
cttgccgaat
aggetetget
ctggtgcteg
aatccagacya
cagcaatggc
tggataaact
aagatgtggce
agtcttgcat
tgttatccte

cgaccaccga
taggatagea
gactcacgct
tgccagacgy
getteoette
caaggtcagc
ccccteteat
tgaggaeccat
tgctgttgta
acccactatyg
aatctcagat

<210> 21

<211> 605

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

aatgatacgg
gtgagaaatc
cecagtggat
ggcacccagce

tecatcageac

tgaagaatga
tgctetgagy
gtgeteacee
gcatceataq
cagcectaag
tgectt

cgaccaccga
aatgtctgect
gaagacagat

‘ccggaggeeyg

atcaggacaa
ataaagcagc
tcacctgeca
acattcacag
acatgaacag
aagaaataaa

<210> 22

<211> 439

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

aatgatacgg
tgagaggaga
aagaggtgag
tgtttgtteg
atcaggaget
aattccaaat
attagcagat
gtatgcegte

cgaccaccga
ggagaggctyg
aagaacagtc
cggatgtcgyg
aaaagetate
cggacttttc
ctacctecat
ttctgetty

ES 2450047 T3

gatctacact
aaagagatat
cetgtactee
agaccagcct
gtgtggtgge
gaagctyggga
g

gatctacact
ttagetgtaa
cctgtttaca
agaccttaga
ctgggggcag
tgcagcceage
tttgagaget
gggaatacca
taacttttte
tctactgtga
cggaagagct

gatctacact
gtttataagce
-getcteaagg
gcaacatyggg
taagagctec
tegtggazay
cyggagetget
cagcagaatc
atgagcaaaa
atececgacag

gatctacact
geaggggget
tctgtgtgee
acaggcagga
ttcaccttygg
tcctageagt
gaaatagaca

33

ctttcectac

gagacccttc
cageattttg
agccaacatg
gcacatctgg
agcagaagtt

ctttecctac
aattgggctg
aatcagctet
cctocagggg
atctetecage
gtgggecetg
cactttgect
tatactatgg
cttbattttt
tagtgaacgt
cgtatgeegt

ctttecctac
cgcegggety
agegcagatyg
caaggggcct
cacttecacag
tgctgtgeat
gacaggacca
tccaccagee
cgtggtctat
agagatcgga

Ccttteceotac
gatgcaggag
tagagaagag
teggtgatgy
ctgctaagaa
ggctacatco
attetigaca

acgacgctct
ctactttaag
agaggccaag
atgaaatcct
aatccecagcet
gcagtgaaga

acgacgetct
atctttcaaa
gtgaagaaat
cggagaacgg
ttctggtigg
gagtagectec
gtggatggtt

‘taaccatgta

gtcaatttce
aaaaacatac
cttctgettg

acgacgctet

‘tgatatcotg

acgegyggtic
cteacggety
gtggtgaaga
gaggcchgge
ttaaaaacac
aagecattgga
acggacgatg
agagetegta

acgacgcetet
gtgataggge
attaccagasa
caggtcttgg
ctcatctegg
ttaacctcaa
zactaagate

tccgatettt
aatcaatgaa
ctygggcagat
gtttctacta
actccagagyg
tcggaagage

tcegatetgyg
tggactcatyg
gcagagtggg
agtacttcet
tggctctecaa
agttatgggg
ttaateceate
cactgetcta
tattttccag
aagatgttgg

tecgatetct

tgagagtggc

cgaaggacke
acctgtttec
gccaacgtgg

aaccggtece

azattgtgcaa
gacgatectt
aaatagcact
tgccgtette

tgegatetge
teeoggtgat
gtctgctate
gggaaggatt
atcttcttag
aaatacccgt
ggaagagctc

60
120
180
240
300
360
381

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
650

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
605

60

120
180
240
300
360
420
439
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<210> 23

<211> 698

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

10

aatgatacgg
tatttttcat
tcacagctge
agccaaactg
agccgeggag
gggggagcaa
agtgatggga
tcaattcagg
teccaggage
tggtctagag
tgaaaataag
gtggagateg

cgaccaccga
actgatgatt
cagcgctece
accagcectet
accccacgcea
gcagatgcca
atgaacgtga
gcacaaagtyg
agcacctcgy
acctccgaag
gggaagggat
gaagagctey

gatctacact
ctagggeggt
cacccccatg
gcaaccccaa
gtgctgegag
ccggeatgoe
actceagtecc
gtaactgeag
gcacagtcte
atccagtggy
ttteccteoe
tatgcegtet

34

ctttcectac

tcectggact
agaaccatey
gcatcaccgt
gggcaaccac
taggagccac
tgceccaaga
catgecagagg
ggtcecacag
ggaaggatgyg
cactgecaag
tetgectt |

acgacgetcet
tggectgggac
tgctgaagat
gtgaggacag
atgcaggggg
agggagcatg
agtcecticegg
agtegaggag
ddcagceccaay
gecagcagagg
gtccecageta

tcegatetgt
cagaacktgte
gaagagccaa
cgtgatgtagg
gcagaggtgt
cgggetggge
cccctectte
tctteeeteg
tgtgggttgyg
gtctactcte
ctggacgtag

60

120
180
240
300
360
420

540
600
660
698
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en
sus extremos 5’ y secuencias comunes en sus extremos 3’, comprendiendo el método:

ligar polinuclettidos adaptadores con apareamiento erréneo idénticos en ambos extremos de cada uno de uno o
mas duplex de polinucleétido diana para formar una o mas construcciones adaptador-diana, en el que cada
adaptador con apareamiento erréneo se forma a partir de dos cadenas polinucleotidicas hibridadas que forman
un complejo biomolecular que comprende al menos una region bicatenaria y una regiéon no apareada, y

realizar una reaccién de extensién con cebador inicial en la que un oligonucleétido cebador se hibrida con una
parte de adaptador de cada una de las construcciones adaptador-diana y se extiende por adicion secuencial de
nucleétidos para formar productos de extension complementarios a al menos una cadena de cada una de las
construcciones adaptador-diana,

en el que los productos de extension, y opcionalmente productos de amplificacién derivados de los mismos,
proporcionan en su conjunto una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias
comunes en sus extremos 5’ y secuencias comunes en sus extremos 3’;

en el que los duplex de polinucleétido diana que van a ligarse son una mezcla compleja de fragmentos de ADN
gendémico que representan un genoma completo o sustancialmente completo, y en el que la biblioteca de
moléculas polinucleotidicas molde generadas es representativa del genoma completo o sustancialmente
completo.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el oligonucleétido cebador es un cebador con cola que
comprende una secuencia con cola no hibridante en el extremo 5'.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la reacciéon de extensién con cebador inicial
comprende:

a) hibridar un primer oligonucleétido cebador con una parte de adaptador de cada una de las construcciones
adaptador-diana, siendo el primer cebador un cebador con cola que comprende una cola 5’ no hibridante,

b) extender el primer cebador por adicion secuencial de nucleétidos para formar productos de extensién
complementarios a al menos una cadena de cada una de la construcciones adaptador-diana, y

c) someter los productos obtenidos en la etapa b) a condiciones desnaturalizantes, separando de este modo los
productos de extension de cadenas de las construcciones adaptador-diana.

4. El método de la reivindicacion 3, que comprende la etapa adicional de hibridar segundos oligonucleétidos
cebadores con los productos de extensidn y extender los segundos cebadores para formar cadenas
complementarias a los productos de extension.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el primer cebador utilizado en la
reaccion de extension con cebador inicial se hibrida con una regidn no apareada de los adaptadores.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la reaccion de extension con cebador inicial se realiza
como parte de una reaccion en cadena de la polimerasa y los productos de amplificacion de la reaccion PCR se
recogen para proporcionar una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en
sus extremos 5’y 3'.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la reacciéon en cadena de la polimerasa se realiza usando
primeros cebadores de oligonucleétido que pueden hibridarse con una region no apareada de la parte de adaptador
de una primera cadena de las construcciones adaptador-diana y segundos cebadores de oligonucleétido que
pueden hibridarse con una region de las cadenas extendidas producidas por extension de los primeros cebadores de
oligonucledtido, siendo esta regiéon complementaria a la regién no apareada de la parte de adaptador en una
segunda cadena de las construcciones adaptador-diana.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que los segundos cebadores también son cebadores con cola
que comprenden una parte de cola en 5" que no hibrida con los adaptadores con apareamiento erréneo.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los polinucleétidos adaptadores
con apareamiento erréneo son adaptadores bifurcados formados por hibridacion de cadenas polinucleotidicas
primera y segunda parcialmente complementarias, en el que una secuencia de 5 o0 mas nucleétidos consecutivos en
el extremo 3’ de la primera cadena es complementaria a una secuencia de 5 o0 mas nucleétidos consecutivos en el
extremo 5’ de la segunda cadena de tal manera que una regién bicatenaria de 5 o mas pares de bases consecutivos
se forma hibridando las dos cadenas y en el que una secuencia de al menos 10 nucleétidos consecutivos en el
extremo 5’ de la primera cadena y una secuencia de al menos 10 nucleétidos consecutivos en el extremo 3’ de la
segunda cadena no son complementarias de tal manera que la region no apareada de al menos 10 nucledtidos
consecutivos en cada cadena permanece como una forma monocatenaria cuando la region bicatenaria se hibrida.
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10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los duplex de polinucleétido
diana son fragmentos de un genoma completo.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los duplex de polinucleétido
diana son ADNCc bicatenarios.

12. Un método de amplificacion de acidos nucleicos en fase sélida de moléculas polinucleotidicas molde que
comprende:

preparar una hiblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen secuencias comunes en sus extremos 5’
y secuencias comunes en sus extremos 3’ usando el método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 y realizar una reaccién de amplificacion de acido nucleico en fase soélida en el que dichas
moléculas polinucleotidicas molde se amplifican.

13. Uso de una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde preparadas de acuerdo con el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 como un molde para amplificacién en fase sélida.

14. Uso de una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde preparadas de acuerdo con el método de la
reivindicacion 10 como un molde para amplificacion del genoma completo.

15. Un kit para su uso en la preparacién de una biblioteca de moléculas polinucleotidicas molde que tienen
secuencias comunes en su extremo 5 y secuencias comunes en sus extremos 3’, comprendiendo el kit
polinucledtidos adaptadores bifurcados como se define en la reivindicacion 9 y uno o mas cebadores
oligonucleotidicos que pueden hibridarse con los polinucleétidos adaptadores con apareamiento erréneo en el que
los cebadores oligonucleotidicos son cebadores con cola que comprenden una parte en cola 5’ que no hibrida con el
adaptador bifurcado.

16. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, o el uso de acuerdo con una cualquiera

de las reivindicaciones 13 o 14, o el kit de acuerdo con la reivindicacién 15, en el que al menos una de dichas
secuencias comunes comprende la secuencia de la SEC ID N° 1, o la secuencia de la SEC ID N° 2.
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Fig. 2b
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Fig. 3
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Fig. 4 N
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