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DESCRIPCION
Analisis de tendencia en secuenciacion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para determinar la tendencia de secuencia de una técnica de
secuenciacion. Ademas, la invencion se refiere a métodos para reducir o aumentar la tendencia de secuencia
durante la secuenciacién de acidos nucleicos por medio de técnicas que implican uniones a un adaptador.
Especificamente el método se refiere al uso de una secuencia de ARN degenerado para analizar tendencias de
secuencia cuando se generan bibliotecas de pequefios ARN, y al uso de adaptadores modificados para la clonacion
de pequefios ARN con secuencias degeneradas o especificas para reducir o aumentar la tendencia de la
secuenciacion, asi como varias moléculas de acidos nucleicos que se relacionan con estas o se derivan de las
mismas.

Antecedentes de la invencion

Muchos métodos bioldgicos moleculares necesitan una etapa de clonacion que necesita el uso de una ADN o ARN
ligasa para unir oligonucleotidos adaptadores u otras secuencias a una secuencia de nucleétido diana. La eficacia
de esta unién depende de la secuencia del adaptador y la diana. Cuando se crea una biblioteca de secuencias a
partir de ARN o ADN a menudo es importante unir todas las secuencias posibles y también que la biblioteca sea
representativa de la abundancia relativa de la diana. Estas dos propiedades son importantes cuando se generan
bibliotecas de alta calidad de pequefios ARN. Estas bibliotecas se pueden secuenciar utilizando la secuenciacion
tradicional de Sanger pero ahora se secuencian mas cominmente por secuenciacion de alto rendimiento o técnicas
de secuenciacion de préxima generacion (NGS).

La expresion genética en eucariotas esta regulada en varias capas y uno de los mecanismos descubierto mas
recientemente implica moléculas de pequefios ARN no codificantes de 20-25 nucleétidos de longitud (sARN) (Fire,
Xu et al. 1998; Voinnet 2002). Hay varias clases de sARN con diferentes rutas de biogénesis y modos de accion. La
clase mejor caracterizada es la de los microARN (miARN) que se generan a partir de estructuras tallo-lazo y ARNm
dianas in trans. La mayoria de los miARN se expresan especificamente en ciertos tejidos y en determinados
estadios de desarrollo especificos y su acumulacién a menudo cambia debido a sefales externas y durante la
enfermedad (MicroRNAs in Cancer Translational Research, William.C.S.Cho, 2011, Springer). Varias bases de datos
han recopilado la asociacién de los miARN con la enfermedad que incluyen la base de datos de microARN
enfermedad humana y la mir2enfermedad (http://www.mir2disease.org/;http://202.38.126.151/ hmdd/ mirna/md/) y se
han lanzado recientemente nuevos productos para clasificar canceres (o enfermedades) que se basan en sus
perfiles de miARN, tales como Mirview (Rosetta Genomics, documento US 2010/0273172).

Por lo tanto, el perfil preciso del nivel de los miARN (y otras clases de sARN) es muy importante en la investigacion
basica y clinica. La identificacion de un miARN interesante para estudios adicionales es un proceso empirico que a
menudo se basa en su alta expresion y clara expresion diferencial. Estos criterios son mas importantes cuando falta
el contexto biologico del miARN tal como en animales en los que la prediccion de la diana es pobre (Dalmay 2008).
Ademas, el nivel de expresion se utiliza a menudo para discernir entre el miARN y el miARN estrella. El perfil de
miARN preciso se complica por la naturaleza heterogénea de los miARN tal como las isoformas de secuencias y la
longitud de los isomiros ya que se cree que estos tienen actividades diferenciales (Fernandez-Valverde, Taft et al.
2010; Guo y Lu 2010; Starega-Roslan, Krol et al. 2011).

La medicion de los microARN con tecnologias de secuenciacion tales como de alto rendimiento y Sanger o por PCR
cualitativa (QPCR) necesita el uso de enzimas de modificacién de acidos nucleicos. Las ligasas, transcriptasas
inversas y ADN polimerasas, son las enzimas mas importantes que se utilizan en biologia molecular. Para mejorar
la actividad de estas enzimas se necesita entender completamente su funcién, lo que necesita un método para medir
su actividad e identificar los determinantes que regulan su funcion.

El documento WO 2009/088933 describe métodos de mutagénesis que se aplican en particular en la generacion de
bibliotecas o matrices de proteinas mutantes o acidos nucleicos que codifican tales proteinas. Los métodos de
mutagénesis descritos implican el uso de cebadores que comprenden al menos un codén degenerado de 2 a 12
veces.

El informe de Christian ("RNA Captor: A Tool for RNA Characterization", PLOS ONE, vol. 6, n° 4, Abril 2011)
describe un método de “marcaje” de ARN basado en el uso de T3 ARN ligasa 2 y adaptadores. Se describe un
protocolo de RACE-PCR que se basa en cebadores especificos del adaptador y especificos genéticos.

Perelle et al. ("Comparison of PCR-ELISA and LightCycler real-time PCR assays for detecting Salmonella spp. in
milk and meat samples", Molecular and Cellular Probes, vol. 18, n° 6, Diciembre 2004, paginas 409-420) expone los
resultados de una comparaciéon entre dos técnicas de PCR especificas para detectar Salmonella spp. Los
oligonucledtidos cebadores y las sondas que se utilizan en este estudio se muestran en la Tabla 1.
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Tian Geng et al. ("Sequencing bias: comparison of different protocols of microRNA library construction" BMC
Biotechnology, vol. 10, n° 1, Septiembre 2010, pagina 64) describe una comparacion de tres protocolos diferentes de
preparacion de una biblioteca de ARN. El protocolo SOLID utiliza adaptadores de doble cadena con un segmento
protuberante N6 aleatorio degenerado.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un método para reducir la tendencia de secuencia de una técnica de
secuenciacion que implica la unién de un adaptador, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucledtidos de cadena sencilla de secuencia conocida
con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’) donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden
uno o mas nucleotidos degenerados;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico diana utilizando una
ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ a los extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico diana de la etapa (b)
utilizando una ligasa; y

(d) determinar la secuencia de las moléculas de acido nucleico diana que se obtienen en la etapa (c) utilizando
un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5 y un cebador capaz de
hibridarse con la molécula adaptadora 3'.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un método para detectar preferentemente una molécula de
acido nucleico en una biblioteca de moléculas de acido nucleico, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida
con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’) donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden
uno o mas nucledtidos degenerados y que se pueden unir preferentemente a la molécula de acido nucleico
diana;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico diana utilizando una
ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ a los extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico diana de la etapa (b)
utilizando una ligasa;

(d) crear una biblioteca de moléculas de acido nucleico amplificada por PCR de las moléculas de acido nucleico
que se obtienen en la etapa (c) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula
adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3'.

(e) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(f) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar si la molécula de acido nucleico esta presente en
la biblioteca de moléculas de acido nucleico.

Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con una enfermedad o estado de pre-enfermedad.
Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con un organismo en particular. Preferentemente, el acido
nucleico diana se asocia con un tipo de tejido particular. Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con un
estado de desarrollo particular.

En realizaciones preferidas de los aspectos descritos anteriormente, las moléculas de acido nucleico son moléculas
de ARN. En otras realizaciones preferidas de los aspectos descritos anteriormente, las moléculas de acido nucleico
son moléculas de ADN.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para generar una biblioteca de ADNc a partir de una
biblioteca de moléculas de ARN, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida
con los extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’) donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5’ comprenden
uno o mas nucleotidos degenerados;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de ARN utilizando una ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ a los extremos 5 de las moléculas de ARN de la etapa (b) utilizando una
ligasa;

(d) crear moléculas de estructura hibrida de ARN/ADN a partir de moléculas de ARN obtenidas en la etapa (c)
utilizando una enzima transcriptasa inversa y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’; y
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(e) crear una biblioteca de ADNc por PCR de las moléculas de estructura hibrida de ARN/ADN obtenidas en (d)
utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5’ y un cebador capaz
de hibridarse con la molécula adaptadora 3.

Los oligonucledtidos de secuencia conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y los
oligonucleodtidos de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), que contienen uno
0 mas nucleotidos degenerados también se denominan en el presente documento adaptadores de Alta Definicion
(HD).

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un grupo de oligonucledtidos de cadena sencilla de secuencia
conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla
de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’) donde las moléculas adaptadoras 3’
y 5 comprenden uno o mas nucledtidos degenerados, para su uso en los métodos descritos en el presente
documento.

En un aspecto mas, la presente invencién proporciona un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia
conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas adaptadoras 3') y un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla
de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’
y 5 comprenden uno o mas nucleétidos degenerados, donde dichos oligonucleétidos se pueden unir
preferentemente a una secuencia diana, para su uso en los métodos descritos en el presente documento.

En realizaciones preferidas, los oligonucleétidos descritos en los aspectos anteriores pueden tener 1, 2, 3,4, 5,6 0
mas nucleotidos degenerados. Los nucleétidos degenerados se pueden agrupar en las regiones 3’, 5’ o centrales del
oligonucleotido. De manera alternativa, se pueden distribuir a lo largo de la longitud del oligonucleétido en cualquier
configuracion.

Descripcion de los dibujos
La presente invencion se entendera mejor por referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

Figura 1: Anadlisis de los datos de la secuencia de muestras sintéticas N9 (un oligonucleétido ARN
completamente degenerado que consiste en nueve N nucleétidos donde N es 0 A, C, G o U con un 25% de
probabilidad para cada nucledtido). A-C. Graficos de frecuencia de nucledtidos que muestran la proporcion de
cada nucleétido en cada posicion de la secuencia. A. Los adaptadores lllumina muestran grandes tendencias por
secuencias con el nucledtido Guanina en la posicion 8, lo que ilustra el problema de tendencia. B. Los
adaptadores HD tienen tendencias significativamente reducidas y las lineas estan cercanas al 6ptimo tedrico de
frecuencia de 0,25. C. La muestra de ‘no unién’ muestra tendencias causadas por la PCR de los nucleétidos. Las
tendencias de la PCR eran casi cero con lineas en el éptimo teédrico de frecuencia de 0,25.

Figura 2: Analisis de los datos de la secuencia de muestras sintéticas N21 (un oligonucleétido ARN
completamente degenerado que consiste en nueve nucleétidos N donde N es o A, C, G o U con un 25% de
probabilidad para cada nucleétido). A. La proporcion de lecturas con un niumero de recuentos particular. Se llevo
a cabo HD e lllumina con dos ARN sintéticos independientes y se secuenciaron por duplicado. La muestra de ‘no
union’ se secuencid por duplicado. El 6ptimo tedrico es un recuento por secuencia. Mas del 95% de las
secuencias se encontraron solo una vez en la muestra de adaptador HD. Los adaptadores lllumina favorecian
algunas secuencias, dando como resultado multiples lecturas de la misma secuencia. B-D Graficos de
frecuencias de nucleétidos que muestran la proporcién de cada nucleétido en cada posicién de la secuencia. B.
Como ilustraciéon de la tendencia de secuenciacion, los adaptadores de lllumina muestran grandes tendencias
para las secuencias con el nucledtido Guanina en la posicién 20. C. Los adaptadores HD tienen tendencias
significativamente reducidas y las lineas estan mas cercanas al 6ptimo teérico de frecuencia de 0,25. D. La
muestra de ‘no unidon’ muestra tendencias producidas por la PCR de los oligonucleétidos. Las secuencias con
una composicion alta en Guanina y Adenosina se amplifican y secuencian preferentemente.

Figura 3: La estructura secundaria de cada secuencia sintética N9 individual con las correspondientes
secuencias adaptadoras lllumina se plegaron con un software RNAfold. Se represento la Energia Minima Libre
calculada por el RNAfold contra los recuentos de cada secuencia. Cuanto menor energia minima libre de la
estructura secundaria con los adaptadores mas probable es que la secuencia se secuencie multiples veces
(coeficiente de correlacion de Pearson igual a 0,67, valor p < 10e-15).

Figura 4: Graficos de frecuencia de nucledtidos para las secuencias clonadas por el adaptador 3 HD
GAGATCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEC ID N° 1) (54.023 recuentos) y ATTGTCGTATGCCGTCTTCTGCTT
G (SEC ID N° 2) (51.928 recuentos).

Figura 5: Analisis de los datos de secuencia de muestras biolégicas que mapean el genoma. Los graficos de
frecuencia de nucleoétidos muestran la proporcion de cada nucleétido en cada posicidon de las secuencias 22nt. A
y B son muestras MCF7 y C y D son muestras MCF10a. E es una muestra completa de ratén. Los adaptadores
lllumina muestran tendencias para secuencias con el nucleétido Guanina en los dos penultimos nucleétidos 3’
(posiciones 20 y 21) (A y C), que es similar a la tendencia observada en las muestras sintéticas. Los adaptadores
HD tienen tendencias significativamente reducidas y las lineas estan cercanas al éptimo tedrico de frecuencia de
0,25 (B y D). La muestra clonada de ratén con los adaptadores HD tenian tendencias bajas similares a las
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muestras con el adaptador HD MCF7 y MCF10a.

Figura 6: Numero de miARN conocidos que se identificaron con un aumento de umbral en las muestras MCF7
clonadas con adaptadores lllumina y adaptadores HD. Las secuencias con numeros de lectura por debajo del
umbral se excluyeron del recuento. Los adaptadores HD identificaron mas miARN en todos los umbrales.

Figura 7: Cuantificacion absoluta por analisis de transferencia de Northern. A y B. Se utilizé el grafico de
densitometria para comparar la intensidad de bandas de la sefial de las muestras bioldgicas MCF7 y MCF10a
con una curva de concentracion de referencia que utilizaba un oligonucleétido con la secuencia idéntica al
miARN. C. Numero de lecturas para hsa-mir-103 y hsa-mir-25 utilizando adaptadores lllumina y HD. D.
Cuantificacion absoluta que muestra que hsa-mir-25 es ~ 10 veces mas abundante que hsa-mir-103. Esto es
similar a la cuantificacion por adaptadores HD.

Figura 8: Frecuencia del emparejamiento de bases de nucleétidos prevista por posicion utilizando los
parametros de plegamiento de ADN, temperatura igual a 50 °C. A. el producto de N9 de union artificial tiene un
emparejamiento de bases de nucledtido aumentado en el extremo 3’ del cebador inverso (flecha). La linea solida
y los circulos representan un grupo de secuencias con un niumero superior de 5.000 lecturas. En comparacion
las lineas discontinuas y los triangulos representan grupos de secuencias con un numero inferior de 5000
lecturas. B. El producto N21 de union artificial también tiene un emparejamiento de bases de nucleotidos
aumentado en el extremo 3’ del cebador inverso. La linea sdlida y los circulos representan un grupo de
secuencias con un numero superior de 10.000 lecturas. En comparacion las lineas discontinuas y los triangulos
representan un grupo de secuencias generadas aleatoriamente.

Figura 9: Estructuras en horquilla en el extremo 3’ del cebador inverso preferido en los experimentos gPCR que
utilizan una Taq polimerasa. Se sintetizaron varias estructuras de ADN que o tenian una estructura secundaria
prevista no fuerte o tenian estructuras secundarias previstas en posiciones o en los sitios de imprimacion en los
extremos de los sitios del cebador o entre los sitios de imprimaciéon. Como las estructuras se anadieron en
cantidades equimolares los resultados de la QPCR muestran la eficacia de la PCR. La QPCR era mas eficaz
para la estructura con una horquilla en el extremo 3’ del cebador inverso. Las estructuras se cuantificaron
espectrofotométricamente por triplicados y las diluciones se hicieron equimolares. Las diluciones de estructura se
hicieron por triplicado (n = 3) con hasta cuatro replicados técnicos.

Figura 10: Frecuencia del emparejamiento de bases de nucleétidos prevista por posicion para la muestra N21.
La linea solida y los circulos representan grupos de secuencias que se encuentran dos o mas veces en el grupo
de datos HD; las lineas discontinuas y los triangulos representan grupos de 5.000 secuencias generadas
aleatoriamente. A. Secuencia que contienen la insercion y el adaptador 3'. B. Secuencia que contienen la
insercion del adaptador 5’ y el adaptador 3'. Las flechas indican el punto de union.

Figura 11: Los protocolos de preparacion de la biblioteca de ADNc distorsiona la investigacion de miARN. (a)
Comparacion del cambio en el nivel de miARN entre las células tipo silvestre y Dicer KO DLD obtenidos en
muestras lllumina (eje x) y HD (eje y). R2 = 0,62 (b) Numero de miARN conocidos que se encuentran en las
células DLD en diferentes umbrales utilizando adaptadores lllumina o HD. Independientemente del umbral
escogido, los adaptadores HD identifican mas miARN. (c) Cuantificacion absoluta de ocho miARN conocidos
(let-7i, miR-10a, miR-19b, miR-21, miR-25, miR-29b, miR-93, miR-375) que se obtiene por transferencia de
Northern en comparacién con el nimero de veces que estos miARN se secuenciaron utilizando adaptadores
lllumina o HD en la linea celular DLD. Los datos obtenidos con adaptadores HD se correlacionan mejor con las
cuantificaciones absolutas (R2 = 0,70) que los datos con lllumina (R2 = 0,12). (d) Numero de citas PubMed y
numeros de lecturas por experimentos (datos obtenidos de la miRbase v17) de miARN humanos. Los miARN con
mayor nimero de lecturas tienden a estudiarse mas extensamente.

Figura 12: Cuantificacion de microARN conocidos en células DLD-1 (células de adenocarcinoma epitelial), tanto
de tipo silvestre como Dicer -/-. Se analizé el ARN total (10 pg) por medio de transferencia de Northern y se
cuantificaron las muestras experimentales de miARN utilizando una dilucién en serie de secuencias de
oligonucledtidos sintéticos que corresponden con los miR de interés. Se utilizé el pequefio ARN U6 nuclear como
control de carga, y esta imagen de U6 se duplicé donde se analizaron los microARN en la misma membrana
(miR 10ay 29b y miR 25y Let 7i).

Descripcion detallada

Las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento son candidatas ideales para perfilar sARN debido a que tienen
la capacidad de identificar sSARN no anotados anteriormente y cuantificar su nivel de acumulacion. El supuesto es
que el nimero de veces que se encuentra una cierta lectura corta se correlaciona con el nivel de acumulacion del
sARN en las células. Sin embargo, recientemente los presentes inventores y otros (Tian, Yin et al. 2010; Linsen, de
Wit et al. 2009; Willenbrock, Salomon et al. 2009, McCormick, Willmann et al. 2011, Hafner et al 2011) descubrieron
que los diferentes protocolos de preparacion de bibliotecas tienen preferencias por ciertos tipos de secuencias
cortas, que da lugar a perfiles de sARN imprecisos. Algunas secuencias se encuentran mas a menudo de lo que se
esperaria, algunas secuencias se encuentran menos frecuentemente de lo esperado y puede haber algunas
secuencias que no se encuentran a pesar del hecho de estar presentes en las células. Si se observara una sobre-
presentacion de algunas secuencias en los datos biologicos, se reduciria la representacion media de otras
secuencias. Por lo tanto, el potencial de secuenciacién de pequefios ARN con baja abundancia se reduciria y se
presenta la posibilidad de que algunos pequefios ARN sean ‘inclonables’ utilizando un protocolo de referencia y por
tanto no se identifican. Por lo tanto, existe la necesidad de métodos mas eficaces y eficientes para generar
bibliotecas de clonacidn sin tendencias para los métodos de secuenciacion de alto rendimiento y otros.
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Se describe en el presente documento un método para determinar la tendencia de secuencia de una técnica de
secuenciacion, comprendiendo el método:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico;

(b) determinar la secuencia de las moléculas de acido nucleico en la biblioteca degenerada de moléculas de
acido nucleico proporcionada en (a) que utiliza la técnica de secuenciacion; y

(c) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacion de moléculas de
acido nucleico particulares.

El significado de la expresion “biblioteca degenerada” estara claro para los expertos en la técnica. En general, se
deberia tomar como que significa un grupo de moléculas de acido nucleico en el que se representa cualquier
combinacion posible de nucleétidos. Tipicamente, aunque no siempre, la biblioteca sera de nucleétidos de una
determinada longitud. Por ejemplo, una biblioteca degenerada de moléculas de dinucleétidos tiene 16 miembros: AA;
AG; AC; AT; GA; GG; GC; GT; TA; TG; TC; TT; CA; CG; CC; y CT. El numero de miembros en una biblioteca
degenerada de una longitud fija se determina por la formula 4" donde L es la longitud del oligonucleétido. De
manera similar, la expresion “nucleétido degenerado” estara clara para los expertos en la técnica. Cuando un
oligonucledtido se describe como que tiene un nucledtido degenerado en una posicion particular, el experto
apreciara que se refiere a un grupo de oligonucledétidos que tiene o A, G, C o T en la posicién degenerada, cada uno
presente en una concentracion aproximadamente igual. EI nimero de oligonucleétidos distintos se determina por la
formula 4", donde n es el nimero de nucledtidos degenerados de la secuencia. Por lo tanto, un oligonucleotido que
tiene cuatro posiciones degeneradas es de hecho un grupo de 256 oligonucleétidos unicos. Habitualmente, cada
oligonucledtido estara presente en una concentracion aproximadamente igual. Ademas, el experto en la técnica
apreciara que en el caso del ARN, ‘T’ se puede remplazar por ‘U’.

El significado de la expresion “se une” estara claro para el experto en la técnica y tiene un significado constante a lo
largo de la presente solicitud. En general, se pretende que englobe la unién covalente de dos moléculas de acido
nucleico por medio de enlaces fosfodiéster. Habitualmente, esto se consigue con el uso de una enzima ligasa,
incluyendo pero sin limitarse a las ADN ligasas | a IV o T4 ARN ligasa 1 o 2. Las condiciones de unién dptimas de
acidos nucleicos seran conocidas por los expertos en la técnica.

Se pretende que las expresiones “extremo 5’ bloqueado” y “extremo 3’ bloqueado” indiquen que la molécula no es
capaz de tener otra molécula nucleica unida o ligada a su extremo 5 o 3’, respectivamente. Los métodos de
conseguir esto son bien conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan al uso de un
nucledtido difosfato en la posicion 5 o 3. El significado de estas expresiones son constantes a lo largo de la
presente solicitud.

El significado de la frase “capaz de hibridarse con” estara claro para los expertos en la técnica y tiene un significado
constante a lo largo de la presente solicitud. En general, se pretende que englobe las condiciones que se encuentran
durante la etapa de hibridacion de una PCR tipica o una PCR de transcriptasa inversa (rtPCR). El grado de
hibridacion solo necesita ser suficiente para asegurar que la reacciéon en cadena de la polimerasa tenga lugar y no
necesita que sea sobre la longitud completa de la region diana. Como apreciara un experto, un oligonucleétido
puede contener un nimero de no coincidencias y aun se considera capaz de hibridarse con una diana particular. Las
condiciones que se encuentran durante las etapas de hibridacién de una PCR seran conocidas en general por un
experto en la técnica aunque las condiciones de hibridaciéon precisas variaran entre una reaccion y otra (véase
Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 Ed, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY;
Current Protocols, eds Ausubel et al.). Tipicamente, tales condiciones pueden comprender, pero no se limitan a,
(después de una etapa de desnaturalizacion a una temperatura de aproximadamente 94 °C durante
aproximadamente 1 minuto) la exposicion a una temperatura en el intervalo de desde 40 °C a 72 °C
(preferentemente 50-68 °C) durante un periodo de aproximadamente 1 minuto en tampoén de reaccion de PCR de
referencia.

Preferentemente, la técnica de secuenciacion implica la unién de moléculas adaptadoras a los extremos 5’, 3’ 05’y
3’ de moléculas de acido nucleico de la biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico.

El método descrito en el presente documento puede comprender:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico;

(b) unir un oligonucleétido de secuencia conocida con un extremo 3’ bloqueado (molécula adaptadora 3’) con los
extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico utilizando una ligasa;

(c) unir un oligonucleétido de secuencia conocida con un extremo 5’ bloqueado (molécula adaptadora 5’) con los
extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico de la etapa (b) utilizando una ligasa;

(d) secuenciar la biblioteca resultante de moléculas de acido nucleico unidas; y

(e) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacion de moléculas de
acido nucleico particulares;
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(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico, donde las moléculas de acido
nucleico tienen una region 3’ constante y un extremo 3’ bloqueado;

(b) unir un oligonucleétido de secuencia conocida con un extremo 5’ bloqueado (molécula adaptadora 5’) con los
extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico de la etapa (a) utilizando una ligasa;

(c) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(d) analizar los resultados de secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacién de moléculas de
acido nucleico particulares.

El método puede comprender:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico, donde las moléculas de acido
nucleico tienen una region 5’ constante y un extremo 5’ bloqueado;

(b) unir un oligonucleétido de secuencia conocida con un extremo 3’ bloqueado (molécula adaptadora 3’) con los
extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico de la etapa (a) utilizando una ligasa;

(c) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(d) analizar los resultados de secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacién de moléculas de
acido nucleico particulares.

El método puede comprender:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de acido nucleico, donde las moléculas de acido
nucleico tiene una regién 5’ constante y una region 3’ constante;

(b) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(c) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacion de moléculas de
acido nucleico particulares.

El método puede comprender:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de ARN;

(b) unir un oligonucledtido de secuencia conocida con un extremo 3’ bloqueado (molécula adaptadora 3’) con los
extremos 3’ de las moléculas de ARN utilizando una ligasa;

(c) unir un oligonucleoétido de secuencia conocida con un extremo 5’ bloqueado (molécula adaptadora 5’) con los
extremos 5’ de la molécula de ARN de la etapa (b) utilizando una ligasa;

(d) transcribir de manera inversa las moléculas de ARN en ADNc utilizando una transcriptasa inversa y un
cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’;

(e) si es necesario, crear una biblioteca de moléculas de acido nucleico amplificada por PCR de moléculas de
ADNc que se obtiene en la etapa (d) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la
molécula adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’;

(d) secuenciar la biblioteca resultante de moléculas de acido nucleico; y

(e) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacion de moléculas de
acido nucleico particulares;

Donde las etapas (b) y (c) se pueden llevar a cabo en cualquier orden.

El método puede comprender:

(a) proporcionar una biblioteca degenerada de moléculas de ADN;

(b) unir un oligonucledtido de secuencia conocida con un extremo 3’ bloqueado (molécula adaptadora 3’) con los
extremos 3’ de las moléculas de ADN utilizando una ligasa;

(c) unir un oligonucledtido de secuencia conocida con un extremo 5’ bloqueado (molécula adaptadora 5’) con los
extremos 5’ de las moléculas de ADN de la etapa (b) utilizando una ligasa;

(d) amplificar las moléculas de ADN unidas por PCR asimétrica;

(e) si es necesario, crear una biblioteca amplificada de moléculas de acido nucleico por PCR de las moléculas de
ADN que se obtienen en la etapa (d) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la
molécula adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’;

(d) secuenciar la biblioteca resultante de las moléculas de acido nucleico; y

(e) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar la sobre- o bajo-representacion de moléculas de
acido nucleico particulares;

donde las etapas (b) y (c) se pueden llevar a cabo en cualquier orden.
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La presente invencion proporciona un método para reducir la tendencia de secuencia de una técnica de
secuenciacion que implica la unién a un adaptador, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden uno o mas nucleotidos degenerados;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ con los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico diana utilizando una
ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ con los extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico diana de la etapa
(b) utilizando una ligasa; y

(d) determinar la secuencia de las moléculas de acido nucleico que se obtienen en la etapa (c) utilizando un
cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse
con la molécula adaptadora 3'.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona un método para detectar preferentemente una molécula de
acido nucleico diana en una biblioteca de moléculas de acido nucleico, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden uno o mas nucleétidos degenerados y se
pueden unir preferentemente a la molécula de acido nucleico diana;

(b) unir la molécula adaptadora 3’ con los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico de la biblioteca de
moléculas de acido nucleico utilizando una ligasa;

(c) unir la molécula adaptadora 5’ con los extremos 5 de las moléculas de acido nucleico de la etapa (b)
utilizando una ligasa;

(d) crear una biblioteca amplificada de moléculas de acido nucleico por PCR de las moléculas de acido nucleico
que se obtienen en la etapa (c) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula
adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’;

(e) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(f) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar si la molécula de acido nucleico diana esta
presente en la biblioteca de moléculas de acido nucleico.

También se describe en el presente documento un método de detectar preferentemente una molécula de acido
nucleico diana en una biblioteca de moléculas de acido nucleico, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un oligonucleétido de secuencia conocida (molécula adaptadora), que comprende uno o mas
nucledtidos degenerados, donde dicho oligonucledtido se puede unir preferentemente a la molécula de acido
nucleico diana;

(b) unir la molécula adaptadora a las moléculas de acido nucleico de la biblioteca utilizando una ligasa;

(c) llevar a cabo una PCR cuantitativa de las moléculas que se obtienen en la etapa (b) utilizando un cebador
especifico para la molécula adaptadora y un cebador especifico para el acido nucleico diana.

Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con una enfermedad o un estado de pre-enfermedad.
Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con un organismo particular. Preferentemente, el acido nucleico
diana se asocia con un tipo de tejido particular, Preferentemente, el acido nucleico diana se asocia con un estado
de desarrollo particular.

En realizaciones preferidas de los aspectos descritos anteriormente, las moléculas de acido nucleico son moléculas
de ARN. En otras realizaciones preferidas de los aspectos descritos anteriormente, las moléculas de acido nucleico
son moléculas de ADN.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para generar una biblioteca de ADNc a partir de una
biblioteca de moléculas de ARN, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden uno o mas nucledtidos degenerados:

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ con los extremos 3’ de las moléculas de ARN utilizando una ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ con los extremos 5’ de las moléculas de ARN de la etapa (b) utilizando una
ligasa;

(d) crear moléculas de estructura hibrida ARN/ADN a partir de moléculas de ARN que se obtienen en la etapa (d)
utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5’ y un cebador capaz
de hibridarse con la molécula adaptadora 3.

En un aspecto, la presente invencion proporciona un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos
3’ (moléculas adaptadoras 3’) y/o un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con extremos 5 bloqueados
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(moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3' y 5 comprenden uno o mas nucleétidos
degenerados, para su uso en los métodos descritos en el presente documento.

En un aspecto mas, la presente invencion proporciona un grupo de oligonucledtidos de secuencia conocida con
extremos 3’ bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y/o un grupo de oligonucleétidos de secuencia conocida con
extremos 5 bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden uno o
mas nucledtidos degenerados, donde dichos oligonucledtidos se pueden unir preferentemente a una secuencia
diana para su uso en los métodos descritos en el presente documento.

En realizaciones preferidas, los oligonucleétidos descritos en los aspectos anteriores pueden tener 1, 2, 3,4, 5,6 0
mas nucleotidos degenerados. Los nucledtidos degenerados se pueden agrupas en las regiones 3’, 5’ o centrales
del oligonucledtido. De manera alternativa, se pueden distribuir a lo largo de la longitud del oligonucleétido en
cualquier configuracion.

Los presentes inventores pretenden evaluar la preferencia de secuencia para la preparaciéon de biblioteca por
secuenciacion de alto rendimiento, que se enfoca en el protocolo lllumina de clonacién de pequefios ARN ya que es
la plataforma que se utiliza mas a menudo para los sARN. En vez de ensayar la preferencia de miARN conocidos
(Linsen, de Wit et al. 2009; Willenbrock, Salomon et al. 2009) los presenten inventores desarrollan un nuevo ensayo
para ensayar todas las secuencias posibles con el fin de entender la razén que hay detras de la preferencia. Por lo
tanto, los presentes inventores generaron bibliotecas de ADNc utilizando dos oligonucleétidos de ARN 21mero
(N21) completamente degenerados, que contenian o Adenosina (A), Guanina (G), Citosina (C) o Uracilo (U) en
cada posicidon con una probabilidad del 25% para dada tipo de nucledtidos ya que se presume que cada secuencia
se sintetiza con la misma concentracion (se utilizaron dos lotes independientes de N21 para minimizar el riesgo de
tendencia durante la sintesis). Los oligonucleétidos N21 se unen a un adaptador con un extremo 5’ pre-adenilado y
un extremo 3’ bloqueado de forma que este adaptador (adaptador 3’) solo se puede unir al extremo 3’ del
oligonucledtido N21. Luego los productos de la unidon se unen a un adaptador diferente (adaptador 5’) que tiene un
extremo 5’ bloqueado y un extremo 3’ hidroxilo. Estos productos de unién se utilizan entonces como matrices en una
reaccion de transcripcion inversa que se inicia con un cebador complementario al adaptador 3’ seguido por una
reaccion PCR que utiliza cebadores que se pueden hibridar con los adaptadores 5 y 3’, respectivamente. Los
productos PCR se secuencian entonces en la plataforma lllumina GAIl. Si no habia tendencia de secuencia, tras la
etapa de PCR todas las secuencias deberian estar presentes en la biblioteca un nimero de veces similar. Sin
embargo, como el nimero de posibles secuencias en la biblioteca N21 es de 4.398 trillones y solamente
aproximadamente 20-25 millones lecturas se pueden completar, muchas secuencias no se pueden secuenciar del
todo y solo habra 1-2 lecturas para las que se secuencian. Para superar este problema, los presentes inventores
generaron también una biblioteca para un oligonucledtido ARN 9mero (N9) degenerando, que contienen 262.144
secuencias diferentes. Por lo tanto, se puede esperar un nimero de lecturas significativo para cada secuencia si no
hay tendencia de secuencia. Los tres oligonucleétidos degenerados (dos N21 y un N9) se utilizaron para generar
dos bibliotecas independientes.

En paralelo a estos ‘experimentos de unién’, los presentes inventores investigaron la linea base de la tendencia de
nucledtido producida por la PCR y la maquina de secuenciacion. Se sintetizé un grupo de oligonucleétidos ADN que
simulaba un miARN clonado y transcrito inversamente. Esta secuencia incluia una secuencia adaptadora 5’, una
secuencia degenerada 21 N central y una secuencia adaptadora 3. Tras la amplificacion PCR los productos se
secuenciaron.

Resultados

Los adaptadores lllumina no eran uniformes cuando clonaban ARN pequefios. Las lecturas obtenidas en las
bibliotecas de adaptadores lllumina N9 no mostraban una distribucion uniforme a lo largo de todas las secuencias
posibles. De hecho, el 56% de las secuencias posibles no se encontraron en absoluto y las lecturas mostraban una
tendencia de nucledétidos especifica de la posicion muy fuerte (Figura 1 A). Las bibliotecas N21 también mostraban
tendencias muy fuertes: se encontraron 35 secuencias mas de 100 veces y 548 se encontraron mas de 50 veces en
vez de las 1-2 veces que se esperaban (Figura 2A). Los graficos de frecuencia de nucleétidos también mostraban
fuertes tendencias en la mayoria de las posiciones de nucleotidos (Figura 2B).

La forma truncada de T4 ARN ligasa 2, que se utiliza para unir los sARN (en nuestro caso los oligonucleétidos N9 y
N21) con el adaptador 3’, puede reparar muescas en el ARN de cadena doble (dsARN) in vitro (Nandakumar and
Shuman, 2004). Sin el deseo de quedar ligados por una teoria en particular, los presentes inventores hacen la
hipétesis de que secuencias que pueden formar una estructura tipo dsARN con el adaptador 3’ deberia estar sobre-
representada en las lecturas de secuencias. Todas las lecturas de secuencias se unieron a la secuencia adaptadora
3’ y se calculd la energia libre de las secuencias de ARN resultantes para cada molécula. La abundancia de una
secuencia en la biblioteca mostraba una fuerte correlacion con el valor de la energia minima libre; cuanto menor era
la energia libre para una secuencia determinante, mas abundante era la secuencia en la biblioteca (Figura 3). En
base a esta observacion los presentes inventores hicieron la hipotesis de que afadiendo nucleétidos degenerados a
los adaptadores, seria menos probable que las moléculas adaptadoras ligeramente diferentes formaran estructuras
secundarias estables con diferentes tipos de secuencias de sARN. Esto podia permitir; 1, la secuenciacién de sARN
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que normalmente no estan presentes en las bibliotecas generadas por adaptadores tradicionales y 2, la abundancia
de secuencias reflejaria mejor la concentracion de sARN en la muestra. Para ensayar este hipotesis se afiadieron
cuatro nucleétidos N (A, C, G o U) al extremo 5’ del adaptador 3’ y también al extremo 3’ del adaptador 5’. Estos
adaptadores se denominan adaptadores de Alta Definicion (HD) para distinguirlos de los adaptadores lllumina (que
tienen secuencias fijas).

Se utilizaron los mismos oligonucleétidos N9 y N21 para la generacioén de la biblioteca con los adaptadores HD como
anteriormente y se secuenciaron de nuevo las bibliotecas en la plataforma lllumina GAIl. Casi el doble (un 78% vs.
44%) de secuencias diferentes se leian entre las lecturas que se obtenian de la biblioteca N9 probando que los
adaptadores HD eran incluso mucho mas sensibles que los adaptadores lllumina. Las frecuencias de nucleétidos de
las lecturas que se obtenian por los adaptadores HD eran muchos mas similares entre ellas en todas las posibles
secuencias diferentes (comparese la Figura 1A con 1B y 2B con 2C). La mayoria de las lecturas para las bibliotecas
N21 que se obtenian con los adaptadores HD estaban alrededor de las 1 a 2 esperadas y solamente muy pocas
lecturas estaban presentes en un numero mas alto (Figura 2A). Estos resultados demuestran que afiadiendo
nucledtidos degenerados al extremo de los adaptadores aumenta drasticamente su sensibilidad y reduce la
tendencia de secuencia. Si se observara una profunda sobre-representacion de algunas secuencias en los datos
bioldgicos se reduciria la representacion media de otras secuencias. Por lo tanto, el potencial para secuenciar ARN
pequefios de baja abundancia se reduciria y aparece la posibilidad de que algunos ARN pequefios sean
‘inclonables’ utilizando protocolos de referencia y por tanto de ser identificados. Los actuales adaptadores HD
muestran aun alguna tendencia de secuencia pero una vigilancia sistematica puede establecer la posicion 6ptima y
el numero de nucledtidos degenerados en los adaptadores HD que mostraran tendencias minimas y una eficacia
maxima utilizando el ensayo descrito en el presente documento.

Los adaptadores HD también se pueden apreciar como un grupo complejo de 256 adaptadores con 65.536 pares
posibles. Los pares adaptadores individuales tienen preferencias particulares para clonar un grupo de secuencias.
Por ejemplo, el adaptador HD 3’ con la secuencia ATTGTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEC ID N° 2) tiene una
tendencia muy fuerte por secuencias con nucleétidos Guanina en el extremo 3’ cuando se comparan con secuencias
clonadas por el adaptador 3' GAGATCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEC ID N° 1). El 75% de todas las secuencias
clonadas por el adaptador ATTGTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEC ID N° 2) tiene una Guanina en la posiciéon 9
(Figura 4). Esto es un hallazgo importante y permite el disefio de adaptadores sin tendencia por multiplexacion.
Quiza una aplicacion mas util en el futuro sera la manipulacion de tendencias utilizando adaptadores, por ejemplo,
para secuenciar preferentemente miARN de baja abundancia asociados con una enfermedad o para excluir
secuencias altamente abundantes que dominen en los datos.

Los adaptadores HD también se ensayaron con muestras bioldgicas. Se generaron bibliotecas utilizando
adaptadores lllumina o HD a partir del ARN de la linea celular MCF7 de cancer de mama y se compararon los
resultados con la linea celular MCF10a no cancerosa. Estos experimentos se disefiaron para ensayar la eficacia de
los adaptadores HD para identificar miARN expresados diferencialmente y para demostrar su cuantificacion precisa.
Estos experimentos pueden demostrar que el uso de adaptadores HD aumentan la capacidad de identificar mas
miARN. Se descubrié que una biblioteca preparada con adaptadores HD identificaba mas del doble de secuencias
distintas que mapeaban el genoma (Tabla 1) en comparacién con una biblioteca preparada con adaptadores
lllumina. Por ejemplo en la muestra MCF7, 23.228 lecturas por millon eran distintas utilizando los adaptadores HD
mientras que solo 10.903 secuencias por millén seran distintas utilizando adaptadores lllumina.

Tabla 1: Numero de secuencias distintas y redundantes y las que mapean el genoma. Los datos normalizados de
lecturas por millén demuestran que los adaptadores HD tienen una eficacia de mas de dos veces en clonar

pequeiios ARN.

Linea Celular | Total de distintos rec-ir:rtlzlaciletes Mapeo distinto reclivtllz:r::iea%te mapp:ron?iiﬁ;i:to
mcf7rifa 627509 27054847 24755 22481015 11011,69
mcf7r2fa 542078 26769495 249639 23126674 10794,42
mcf7riva 705058 15459296 211847 9211267 22998,68
mcf7r2va 759603 16391091 217605 9276366 23458
mcf10rifa 698069 24782969 334196 19769573 16904,56
mcf10r2fa 466299 18008481 238092 14370373 16568,25
mcf10riva 989636 12728537 257233 6545624 39298,47
mcf10r2va 1002778 12330132 243861 6134363 39753,27
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El aumento en complejidad de las lecturas de secuencias produce una reduccién concomitante en la tendencia de
secuencia en el grupo de datos HD. Esto se puede observar en los graficos de frecuencia de nucleétidos (Figura 5;
comparese A con B y C con D). La tendencia de secuencia en las bibliotecas generadas a partir de lineas celulares
se espera que presenten una tendencia considerable debido a que el repertorio de microARN es limitado. Las
bibliotecas generadas a partir de muchos tipos de tejido se espera que capture un grupo mas diverso de pequefios
ARN vy tienen tendencias mas reducidas. Las bibliotecas se generaron a partir de raton entero (P3 C57 post-natal).
Como se esperaba muchas mas secuencias que las mapeadas para el genoma del ratén eran distintas (47.674 de
raton vs. 23.228 MCF7 vs. 39.525 MCF10a por millén) y en esta grupo de datos la tendencia de secuencia esta mas
reducida en comparacion con las muestras MCF7 y MCF10a (Figura 5 E).

A menudo es valioso identificar cuales miARN se expresan en un grupo de datos. Para demostrar que los
adaptadores HD producen datos con mas miARN identificables, los inventores buscaron miARN conocidos en el
grupo de datos. La Figura 6 muestra el nimero de secuencias que alcanzan un umbral de nimeros de lecturas. A un
nivel de umbral de 5 lecturas por millén, solamente se identifican ~ 250 miARN conocidos a partir de adaptadores
lllumina pero los adaptadores HD identificaban ~ 350. Segun aumenta el umbral se identifican menos miARN en los
grupos de datos tanto de lllumina como HD. Sin embargo se identificaron mas miARN conocidos utilizando
adaptadores HD que adaptadores lllumina a cualquier umbral en particular.

La cuantificacion absoluta de algunos miARN era mas similar al nimero de lecturas generadas por los adaptadores
HD (Figura 7). Por ejemplo, utilizando analisis de Northern se encontré que la cuantificacion absoluta de mir25
(0,508 nM) era 9,5 veces mayor que mir-103 (0,0537). Sin embargo, el grupo de datos generados con adaptadores
lllumina sugieren una relacion opuesta; que la secuencia mir-103 (15.877 lecturas) era 15 veces mas prevalente que
la secuencia mir-25 (1035 lecturas). El grupo de datos del adaptador HD era capaz de predecir correctamente las
cantidades relativas de esos dos miARN; mir-25 (23.269 lecturas) tenia lecturas 6,4 veces mayores que mir-103
(3610 lecturas).

Los inventores ensayaron a continuacion los adaptadores HD sobre la linea celular de cancer de colon DLD-1 vy la
linea celular DLD-1 Dicer KO mutante parcial de exén 5. Dado que se espera que las tendencias sean especificas
de secuencia, las mismas secuencias en diferentes muestras se someteran a tendencias similares. Los analisis de
veces de cambio de expresion por lo tanto no se afectan mucho por estas tendencias. Se confirmé que las veces de
cambio de la expresion de miARN entre DLD-1 WT y DLD-1 Dicer KO era similar en las bibliotecas que utilizan
adaptadores HD e lllumina (Figura 11 a). Por lo tanto, los adaptadores HD e lllumina son valiosos para identificar los
sARN que se expresan diferencialmente.

La cuantificacion precisa de sARN es crucial debido a que los investigadores se centran en miARN con alto nimero
de lecturas. Los inventores descubrieron que los mMIARN con altos recuentos leidos en miRBase era
significativamente mas probable que se citaran por la comunidad investigadora. (R2 = 0,25, p = 10-15). Esto no es
sorprendente debido a que habitualmente los miIARN que se expresan altamente (es decir que tienen un nimero de
lecturas alto) y muestran la expresion diferencial mas fuerte en comparacion con otra muestra (de control u otro
tratamiento u otro tejido, etc.) se seleccionan por analisis funcional en profundidad. Los miARN se clasificaron en
base a su nimero de lecturas normalizado en células DLD-1 utilizando adaptadores HD e lllumina. El miARN mas
abundante en las bibliotecas generadas con el adaptador HD era el miR-29b con mas de 150.000 lecturas pro
millén, lo que es casi dos veces mas que el siguiente miARN. Por lo tanto seria razonable escoger el miR-29b para
posteriores analisis si se estuviera interesado en el papel de los miARN en la biologia del cancer de colon. Sin
embargo, utilizando los adaptadores lllumina, el miR-29b era solo el 29 de la lista de clasificacion con 3.336 lecturas
normalizadas, mientras que los cuatro miARN superiores tenian mas de 100.000 lecturas normalizadas en esa
biblioteca. Esta claro que el miR-29b no se deberia escoger para analisis posteriores basandose en los resultados
de secuenciacion con lllumina. Ademas, solo cinco de los diez miARN superiores mas secuenciados utilizando
adaptadores HD estaban también en los diez miARN superiores mas secuenciados utilizando adaptadores lllumina.
Por lo tanto, la priorizaciéon de los miARN por analisis en profundidad podria ser altamente dependiente de los
adaptadores utilizados, al menos para algunas muestras. Se utilizéd el analisis de transferencia de Northern
cuantitativo para demostrar que las bibliotecas hechas con adaptadores HD reflejaban la abundancia celular de los
sARN pero las bibliotecas hechas con adaptadores lllumina no (Figura 11c, Figura 12). No todos los miARN
muestran una diferencia drastica en las dos listas de clasificacion (por ejemplo, miR-93 y miR-10a se clasificaron
segundo y tercero en la lista de adaptador HD, y cuarto y segundo en la lista de adaptador lllumina,
respectivamente) pero el ejemplo de miR-29b ilustra que potencialmente muchos miARN no se eligieron para
analisis funcionales en los estudios previos. A continuacion los inventores investigaron la cobertura de secuencia de
los adaptadores HD. Se descubrié que el protocolo HD identificaba mas del doble de secuencias distintas que
mapeaban el genoma en comparacion con una biblioteca preparada con adaptadores lllumina. Los adaptadores HD
también capturaban aproximadamente un 25% mas de miARN conocidos en cualquier umbral de recuento particular
en comparacion con los adaptadores lllumina (Figura 11b). Los adaptadores HD también eran capaces de capturar
miARN previamente no identificados. El algoritmo MIRCat (Moxon et al 2008) se utilizd para identificar 32 miARN
candidatos utilizando datos HD o lllumina. Ademas para identificar 309 miARN conocidos en esta linea celular los
adaptadores HD eran capaces para capturar 26 nuevos miARN. Cinco de estos se secuenciaron también por
adaptadores lllumina, pero solo habia tres nuevos miARN, que solo eran capturados por los adaptadores Illlumina. El
numero de lecturas normalizado de estos 29 nuevos miARN era al menos 1,5 veces menor en la linea celular DLD-1
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KO Dicer, apoyando que se generaban por Dicer. Ademas, los inventores buscaron datos de secuenciacion
profundos en miRBase y encontraron lecturas que hacian coincidir las supuestas secuencias de miARN* para todos
los nuevos genes miARN. Diecisiete de estos nuevos miARN (13 capturados solo por los adaptadores HD) no se
habia podido encontrar previamente ya que no estaban incluidas en ninguna de las secuencias basicas depositadas
en la miRBase a partir de mas de 100 experimentos d secuenciacién profunda diferentes. Por lo tanto es razonable
sugerir que los nuevos miARN se identificaran en otros tejidos, especialmente en el tejido cerebral, que muestra la
poblacién de miARN mas diversa.

Otra consecuencia de la tendencia de unién es la potencial mala anotacién de las dos cadenas de un miARN doble.
El ‘miARN maduro’ activo habitualmente se determina por el numero de lecturas mas alto en comparaciéon con la
secuencia ‘estrella’ y estas frecuencias se pueden estimar o la relacion de recuentos de las dos cadenas. Sin
embargo, estas estimaciones también son proclives a distorsionarse por las tendencias de unién que dan lugar
potencialmente a una anotacion incorrecta de maduros y estrellas. Las relaciones de recuento se compararon en
todas las parejas anotadas de miARN derivadas del mismo precursor que se expresaban con un nivel de moderado
a alto (> 10 lecturas por millén), utilizando los grupos de datos HD e lllumina en DLD-1. Aunque la correlacion entre
las relaciones obtenidas con los dos protocolos era relativamente fuerte (R2 = 0,69, datos no mostrados), los
inventores descubrieron 14 pares fuera de los 122 pares miARN/miARN* para los que la cadena de miARN con un
numero de lecturas mas alto era diferente de los datos obtenidos con adaptadores lllumina y HD.

Los adaptadores HD generaban ademas algunas tendencias de secuencia. Las secuencias que se preveian por
RNAfold (Hofacker 2003) que tenian estructuras secundarias fuertes con las secuencias de adaptador se
secuenciaron preferentemente. No era posible alterar esta secuencia central, pero eliminando los efectos de esta
secuencia central se deberia reducir significativamente la tendencia de secuenciacion. Esto se podia hacer de dos
maneras. Un adaptador con una secuencia degenerada y una secuencia a medida se podria unir al pequefio ARN
seguido por una PCR con un oligo para incorporar la secuencia de adaptador lllumina. De manera alternativa la
secuencia central del adaptador se podria bloquear de que forme estructuras secundarias utilizando un
oligonucleétido complementario, por ejemplo:

ADAPTADOR 5’ (r = ARN)
5' GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCrNrNrNrN 3'  (SEC IDN°3)

YRt errerrrr i
3' CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTIGCTAG 5' (SEC ID N° 4)

ADAPTADOR 3’ (r = ARN)

5' rNrNrNrNATCTCGTATGCCGTCTTICTGCTTG 3' (SEC ID N° 5)

PEETTIETEEEr e rert

3 TAGAGCATACGGCAGAAGACGAAC 5' (SECIDN°6)

La tendencia de la PCR también es un factor que contribuye cuando se genera una biblioteca de pequefios ARN.
Utilizando una secuencia de ADN degenerada flanqueada por los sitios de imprimacion lllumina PCR, los presentes
inventores también han mostrado que la tendencia de la PCR era minima para la muestra N9 pero era mas alta para
la muestra N21 mas larga (Figura 1C y 2D). Esto sugiere que segun es mas larga la secuencia clonada aumenta la
tendencia PCR . Las secuencias que tienen un alto contenido en G/A estan favorecidas particularmente durante la
PCR y la secuenciacion. Los inventores también descubrieron una relacion entre la estructura secundaria del
producto PCR y los recuentos de lectura (Figura 8). En la muestra N9 la correlacion entre el nimero de lecturas para
cada secuencia y las energias minimas libres, aproximadamente igual a 0,1, se encontré que era estadisticamente
significativa (valor p de t-test < 10™"°).

Sec ARN

Este método es una alternativa al analisis de micromatriz por analisis de transcriptoma. Tiene la ventaja de identificar
genes desconocidos previamente y esta previsto para micromatrices supersede. La tendencia de secuencia se ha
identificado para genes pequefios y genes que son ricos en AT (Oshlack and Wakefield 2009), y por el método de
generacion de biblioteca de imprimacion de hexamero aleatorio (Hansen, Brenner et al. 2010). Los adaptadores HD
podian reducir la tendencia para algunos métodos de generacion de bibliotecas. Los adaptadores HD se podian
utilizar en protocolos en los que se cortan los mMARN y luego se unen los adaptadores. La transcripcion inversa se
continda entonces tras la union. La cobertura de secuenciacion cuando se utilizan los adaptadores HD podrian ser
mas incluso a través de genes de interés.
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Secuenciacion del genoma

Se generaron bibliotecas genémicas del ADN cortado de doble cadena. Al ADN cortado se le truncan los extremos y
luego se generan protuberancias ‘A’. Los adaptadores tienen protuberancias ‘T’ y se unen al ADN con una ADN
ligasa. Las tecnologias de secuenciacion lllumina y Sélida se predisponen contra las regiones ricas en AT (Dohm,
Lottaz et al. 2008; Harismendy, Ng et al. 2009) pero no tienen tendencias significativas en los extremos de secuencia
(Hansen, Brenner et al. 2010). Los adaptadores HD pueden ayudar a reducir tendencias si la ligasa ADN tiene
cualquier preferencia de secuencia. Ademas, los nucledtidos degenerados pueden ayudar a reducir la composicion
AT de algunas secuencias que podrian dar como resultado un aumento de las lecturas. Puede ser deseable también
aumentar la degeneracion de nucledtidos en los sitios de union. Mas que utilizar solo protuberancias T, se podrian
utilizar protuberancias G/T en los adaptadores en conjuncién con protuberancias C/A en las inserciones.

QPCR
La QPCR es particularmente desafiante para cuantificar pequefios ARN por al menos las siguientes razones:

(i) los mMIARN maduros son cortos (~ 22 nucleétidos; nts);

(ii) los miARN son heterogéneos en su contenido en GC, que resulta en un intervalo relativamente grande de
temperatura de fusion (Tn) de duplex de acido nucleico para la poblacién de miARN;

(iii) los miARN maduros carecen de una caracteristica de secuencia comun que facilitaria su purificacion
selectiva [por ejemplo, poli(A)];

(iv) la secuencia diana esta presente en la transcripcion primaria (pri-miARN) y el precursor (pre-miARN), en
adicion al miARN maduro;

(v) los miARN con la misma familia pueden diferenciarse por un unico nucleétido (por ejemplo, familia Let-7).

Las fuertes tendencias pueden producirse por las diferentes preparaciones de biblioteca (Linsen, de Wit et al. 2009;
Benes and Castoldi 2010). Utilizando adaptadores HD modificados se puede ayudar a reducir estas tendencias. Un
adaptador HD sugerido para QPCR puede tener una region fija (de forma que la T, del cebador PCR se pueda
ajustar) seguida por 20 nucleétidos degenerados y una secuencia fija 3’ para la transcripcion inversa y PCR.
Por ejemplo:

5" CAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNSECUENCIAFIJA 3’ (SEC ID N° 7)
La secuencia fija podria bloquear la hibridacion or un oligo complementario para reducir adicionalmente la tendencia.

Métodos

. Aislar pequefios ARN utilizando un kit tal como el kit de aislamiento de pequefios ARN Mirvana (Ambion).
. Mezclar lo siguiente:

N —

0,5 pl de adaptador adenilado de alta definicion 3’ (5 uM) 2,5 pul de pequefios ARN enriquecidos en ARN

. Calentar la muestra a 70 °C durante 2 minutos, y luego colocar inmediatamente la muestra en hielo.
. Afadir lo siguiente:

AW

0,5 wl de tampon de ligasa truncada (NEB)
0,4 pl MgCl> 100 mM

0,75 pl ligasa truncada (NEB)

0,25 ul RNasaOUT (Invitrogen)

5. Incubar la muestra a 22 °C durante 1-2 h.
6. Calentar el adaptador de alta definicion 5" a 70 °C durante 2 minutos, después colocarla en hielo.
7. Ahadir lo siguiente:

0,5 ul ATP (10 mM)
0,5 wl adaptador de alta definicion 5’
0,5 ul ssARN ligasa (NEB)

(o0}

. Incubar la muestra durante 1-2 h a 20 °C.
. Afadir lo siguiente al ARN unido (6,9 pl):

©

1,5 pl cebador RT diluida (5 uM)

10. Incubar a 70 °C durante 2 min.
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11. Adadir lo siguiente:

3 ul de tampdn de transcriptasa inversa de 12 cadena (Invitrogen)
0,75 ul de dNTPs (10 mM)

1,5 ul DTT (Invitrogen)

0,75 pl de RNasaOUT (Invitrogen)

12. Incubar a 48 °C durante 3 minutos.

13. Afadir 1,5 pl de Superscript Il (Invitrogen).
14. Incubar a 44 °C durante 1 h.

15. Llevar a cabo la PCR. Afadir lo siguiente:

12,9 pl de agua

4 pl de 5x Tampon (Finnzyme)

0,2 pl de cebador GX1 (50 uM)

0,2 pl de cebador GX2 (50 uM)

0,5 pl de dNTPs (10 nM)

0,2 pl Phusion polimerasa (Finnzyme)

2 pl de reaccion de transcripcion inversa

Llevar a cabo los ciclos de PCR

98 °C 30 segundos

luego 8-13 ciclos

98 °C 10 segundos

60 °C 30 segundos

72 °C 15 segundos

Luego 72 °C durante 10 minutos

16. Procesar la muestra en gel de poliacrilamida (8%) a 150 V durante 1 h.
17. Aislar el fragmento de gel correspondiente a ~ 100 pb.

Secuencias adaptadoras (r = ARN; App = difosfato de adenosina)
Adaptadores lllumina v1.5 ‘Fijos’:

5rGrTrTrCrArGrArGrTrTrCrTrArCrArGrTrCrCrGrArCrGrArTrC 3’ (SEC ID N° 8)
5 ApprATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 3’ (SEC ID N° 9)

Adaptadores de ‘Alta Definicion’:

5GTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCNINrNrN 3’ (SEC ID N° 10)
5ApprNrNFNNTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG 3’ (SEC ID N° 11)

Investigacion de la funcion de ADN polimerasa y ARN ligasa

El método de la invencién se utilizé también como una forma eficaz para investigar la funcion de enzimas que
modifican los acidos nucleicos tales como ADN polimerasa y ARN ligasas.

Asumiendo que la biblioteca degenerada que se presenta a la enzima es equimolar, si la eficacia de la reaccion
catalizada por la enzima es la misma para cada secuencia de nucleétidos, la equimolaridad se deberia preservar. Si
este es el caso, debido al procedimiento de secuenciacion es esencialmente un proceso de muestreo donde el
tamafio de la muestra es muy grande (> 107) y las frecuencias son muy bajas, el nimero de recuentos que se
observa deberia estar muy préximo a la distribuciéon de Poisson. Es decir, el nimero de secuencias de nucleétidos
distintas que se secuencian k veces deberia ser aproximadamente igual a:

£
i . @".’\
kY
donde A es igual a la relacion entre el nimero total de secuencias leidas y el nimero de secuencias posibles. Por
medio de un ensayo XZ es posible ensayar esta hipétesis. Para todas las bibliotecas de tamafio 9 el valor de p de
este ensayo estaba por debajo de 1078, para bibliotecas de tamafio 21 que se preparaba con ligasa y adaptadores

de referencia el valor de p estaba por debajo de 1078, para bibliotecas preparadas solo con PCR y las bibliotecas
preparadas con ligasa y adaptadores HD el valor de p era mayor de 0,2. Por lo tanto, el método demuestra que la
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enzima no tiene la misma eficacia para cada secuencia de nucleétidos.

La ADN polimerasa es probablemente la enzima mas importante que se utiliza en biologia molecular ya que es
esencial para la PCR. La comprension de las preferencias de secuencia de la ADN polimerasa ayudara a mejorar su
eficacia. Se utilizé un oligonucleétido degenerado para estudiar las preferencias de secuencia de la ADN polimerasa
Phusion®. Se disefié un oligonucleétido ADN que incorporaba una region degenerada (9 nt o 21 nt) flanqueada por
las secuencias adaptadoras necesarias para la secuenciacion lllumina. Esta secuencia se amplificd utilizando la
ADN polimerasa Phusion® durante 15 ciclos y se extrajo del gel la correspondiente banda de 100 nt y se secuencid
utilizando técnicas lllumina de referencia. Se encontré6 que para el 9 mero aleatorio, el 99,5% de todas las
secuencias posibles se identificaban pero muchas estaban o sobre- o bajo-representadas. De manera similar,
muchas secuencias se sobre-representaban en la muestra de 21mero (Figura 2A, no union).

Habia una fuerte correlacion entre la estructura secundaria del producto PCR de cadena sencilla y se leyeron los
recuentos para las muestras de N9 y N21. En comparacion con las muestras de control (las 10.000 secuencias
inferiores leidas para N9 y generadas aleatoriamente para las muestras de 21 N) la polimerasa Phusion® preferia
una estructura en horquilla en el extremo del extremo 3’ del cebador inverso (Figura 8). Esta preferencia se confirmo
utilizando matrices de oligonucleétidos sintetizados con horquillas en varias posiciones. Se utiliza QPCR para medir
la actividad de la Taq polimerasa. Como se esperaba la presencia de una horquilla en el sitio del cebador para los
cebadores directo e inverso reducia significativamente la actividad de la Tag polimerasa. Sin embargo, la Taq
polimerasa era mas eficaz para la secuencia con una horquilla en el sitio del cebador del extremo 5’ del cebador 3’
(Figura 9).

La reduccion de la eficacia de la PCR para las estructuras secundarias en la region del cebador se ha descrito como
un fendmeno, pero faltan pruebas experimentales (Hoebeeck, van der Luijt et al. 2005). Este trabajo proporciona la
primera evidencia completa de que las estructuras secundarias en el sitio del cebador son perjudiciales para la PCR.
Basandose en estas observaciones se prevé que las estructuras tallo-lazo modificadas en los extremos 5’ de los
sitios de cebadores 3’ se podrian utilizar para optimizar la eficacia de la PCR.

Los métodos descritos en el presente documento se utilizaron también para investigar las necesidades funcionales
para la ARN ligasa 1 y 2. Las ARN ligasas son dependientes del contexto de estructura secundaria en el sitio de
union. La T4 ARN ligasa 1 favorece el ARN de cadena sencilla. La T4 ARN ligasa 2 truncada se puede unir al ARN
de cadena doble o sencilla pero se cree que prefiere la doble cadena (Yin, Ho et al. 2003; Nandakumar, Ho et al.
2004). Se analiz6 la preferencia por la estructura secundaria de la T4 ARN ligasa 1 y la T4 ARN ligasa 2 truncada.
Se uni6 un oligonucledtido 21 degenerado al adaptador HD 3’ seguido por la unién al adaptador HD 5. La mayoria
de las secuencias clonadas representan la estructura secundaria preferida para la actividad de la ARN ligasa.

Para analizar la preferencia de estructura secundaria de la segunda unién se generd un grupo de datos de control
por plegado computacional aleatorizado de 10.000 oligonucleétidos 29meros junto con los adaptadores 5 y 3’
utilizando plegamiento ARN (Hofacker 2003). Se descubrié que los sitios de union de la ARN ligasa 1 o las regiones
flanqueantes no tenian una preferencia distintiva por ARN de cadena sencilla o de doble cadena (Figura 10A). Se
generd la estructura secundaria de las 5.000 secuencias superiores leidas que incluian las secuencias de adaptador
HD 3’y 5’. Se encontré un cambio en las estructuras secundarias de las regiones flanqueantes del sitio de union.
Las secuencias que generaron estructuras lazo de cadena sencilla y tallos duplex 5 y 3 se secuenciaron
preferentemente. Esto sugiere que la actividad de la ARN ligasa 1 prefiere los lazos de cadena sencilla, que es
similar a su papel in vivo para la reparacion del bucle escindido de ARNt-lys y por lo tanto apoya la validez de esta
estrategia (Amitsur, Levitz et al. 1987).

Para analizar la preferencia de estructura secundaria de la primera unién que utiliza la T4 ARN ligasa 2 truncada se
genero un grupo de datos de control por plegado computacional aleatorio de 10.000 oligonucleétidos 25meros junto
con los adaptadores HD 3’ utilizando plegamiento de ARN. Los sitios de unidn de la T4 ARN ligasa 2 truncada no
tenian una preferencia distintiva pro ARN de cadena sencilla o de doble cadena (Figura 10B). La estructura
secundaria de las 5.000 secuencias superiores leidas incluyendo las secuencias adaptadoras 3’ y 5 se generd
entonces. Se encontré que las estructuras secundarias que flanqueaban la unién estaban distorsionadas a partir del
grupo de datos aleatorizadas. Las secuencias que generaban estructuras duplex 5’ y las estructuras de cadena
sencilla 30 con respecto al sitio de unién, y donde el sitio de unidon se situaba en un lazo, se secuenciaban
preferentemente. Esto sugiere que la actividad de la T4 ARN ligasa 2 truncada prefiere las secuencias duplex 3’ en
vez de las regiones de cadena sencilla 5. La creencia actual es que la ARN ligasa 2 sella las muescas en el ARN de
doble cadena donde las regiones 5’ y 3’ del sitio de union serian de doble cadena. Es ciertamente verdad que la
ARN ligasa 2 puede unir eficazmente muescas en el ARN de doble cadena sin embargo se demostré inicialmente
que puede unir secuencias enlazadas sencillas (Yin, Ho et al. 2003). Ademas, los analisis de los inventores estan
mas en la linea de la funcion in vivo propuesta del complejo de edicion de la ARN ligasa 2 de Tripanosoma que
prefiere los restos de cadena sencilla en el sitio de union (Cruz-Reyes, Zhelonkina et al. 2001).

El uso de oligonucledétidos degenerados para estudiar la funcidn de las proteinas no es nuevo. Los oligonucleétidos

aleatorios se utilizan en las estrategias SELEX para identificar ligandos para proteinas. Sin embargo esta estrategia
necesita varias rondas de seleccion y enriquecimiento y no identifica determinantes de actividad (Tuerk and Gold
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1990). Este es el primer trabajo que utiliza el método del Analisis Funcional por Secuenciacion de la Proxima
Generacion (FANGS) para investigar directamente la funcién de una proteina. Se prevé que el método FANGS se
puede utilizar para estudiar muchas otras proteinas que modifican acidos nucleicos tales como transcriptasa inversa,
cinasas de acido nucleico y fosfatasas y quiza girasas.

La presente invencion no se limita en el ambito por los aspectos especificos y realizaciones descritos en el presente
documento. Ademas, seran aparentes varias modificaciones de la invencion ademas de las descritas en el presente
documento para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y las figuras adjuntas. Tales
modificaciones se pretende que se encuentran en el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Ademas, todos los
aspectos y realizaciones descritas en el presente documento se consideran que son ampliamente aplicables y se
pueden combinar con todos y cada uno de otros aspectos y realizaciones consistentes, si es apropiado.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reducir la tendencia de secuencia de una técnica de secuenciacién que implica la unién con un
adaptador, comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucledtidos de cadena sencilla de secuencia
conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas 3’ y 5 comprenden uno o
mas nucledtidos degenerados;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico diana utilizando una
ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ a los extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico diana de la etapa (b)
utilizando una ligasa; y

(d) determinar la secuencia de las moléculas de acido nucleico diana que se obtienen en la etapa (c) utilizando
un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5 y un cebador capaz de
hibridarse con la molécula adaptadora 3'.

2. Un método para detectar una molécula de acido nucleico diana en un biblioteca de moléculas de acidos nucleicos,
comprendiendo el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucledtidos de cadena sencilla de secuencia
conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas 3’ y 5 comprenden uno o
mas nucledtidos degenerados y se pueden unir a la molécula de acido nucleico diana;

(b) unir la molécula adaptadora 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico de la biblioteca de
moléculas de acido nucleico utilizando una ligasa;

(c) unir la molécula adaptadora 5’ a los extremos 5’ de moléculas de acido nucleico de la etapa (b) utilizando una
ligasa;

(d) crear una biblioteca amplificada de moléculas de acido nucleico por PCR de las moléculas de acido nucleico
que se obtienen en la etapa (c) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula
adaptadora 5’ y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’;

(e) secuenciar la biblioteca amplificada resultante de moléculas de acido nucleico; y

(f) analizar los resultados de la secuenciacion para determinar si la molécula de acido nucleico diana esta
presente en la biblioteca de moléculas de acido nucleico.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, donde el acido nucleico diana se asocia con una enfermedad o
estado de pre-enfermedad.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el acido nucleico diana se asocia con un organismo en
particular.

5. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 2, donde el acido nucleico diana se asocia con un tipo de tejido en
particular.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el acido nucleico diana se asocia con un estado de desarrollo
en particular.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde las moléculas de acido nucleico son
moléculas de ARN.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde las moléculas de acido nucleico son
moléculas de ADN.

9. Un método para generar una biblioteca de ADNc a partir de una biblioteca de moléculas de ARN, comprendiendo
el método:

(a) proporcionar un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’
bloqueados (moléculas adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucledtidos de cadena sencilla de secuencia
conocida con extremos 5’ bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas 3’ y 5 comprenden uno o
mas nucledtidos degenerados;

(b) unir las moléculas adaptadoras 3’ a los extremos 3’ de las moléculas de acido nucleico diana utilizando una
ligasa;

(c) unir las moléculas adaptadoras 5’ a los extremos 5’ de las moléculas de acido nucleico diana de la etapa (b)
utilizando una ligasa;

(d) crear moléculas de estructura hibrida ARN/ADN a partir de moléculas de ARN que se obtienen en la etapa (c)
utilizando una enzima transcriptasa inversa y un cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3’; y
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(e) crear una biblioteca de ADNc por PCR de las moléculas de estructura hibrida ARN/ADN que se obtienen en
la etapa (d) utilizando un cebador capaz de hibridarse con el complemento de la molécula adaptadora 5" y un
cebador capaz de hibridarse con la molécula adaptadora 3'.

10. Un grupo de oligonucleoétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 3’ bloqueados (moléculas
adaptadoras 3’) y un grupo de oligonucleétidos de cadena sencilla de secuencia conocida con extremos 5’
bloqueados (moléculas adaptadoras 5’), donde las moléculas adaptadoras 3’ y 5 comprenden uno o mas
nucleétidos degenerados, para su uso en un método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.
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