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DESCRIPCION
Sistema de secuenciacion segura
SECTOR TECNICO DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién se refiere al area de secuenciacién de acidos nucleicos. En particular, se refiere a etapas
manipulativas y analiticas para analizar y verificar los productos de acontecimientos de frecuencia baja.

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCION

Las mutaciones genéticas son la base de muchos aspectos de la vida y la muerte, a lo largo de la evolucion y la
enfermedad, respectivamente. En consecuencia, su medicion es crucial para varios campos de investigacion. El
andlisis clasico de la fluctuaciéon de Luria y Delbriick es un ejemplo prototipico de las ideas sobre los procesos
biolégicos que se pueden obtener simplemente contando el nimero de mutaciones en experimentos controlados
cuidadosamente (1). El recuento de las mutaciones de novo en los seres humanos, no presentes en sus padres, han
dado lugar, de forma similar, a nuevos conocimientos sobre la velocidad a la que nuestra especie puede evolucionar
(2, 3). Del mismo modo, el recuento de los cambios genéticos o epigenéticos en los tumores puede dar informacion
sobre cuestiones fundamentales en la biologia del cancer (4). Las mutaciones estan en el centro de los problemas
actuales en el manejo de pacientes con enfermedades viricas, tales como el SIDA y la hepatitis, en virtud de la
resistencia a los farmacos que pueden causar (5, 6). La deteccién de tales mutaciones, particularmente en una
etapa previa a su predominio en la poblacién, serd, probablemente, esencial para optimizar la terapia. La deteccién
del ADN del donante en la sangre de los pacientes con trasplante de érganos es un indicador importante del rechazo
del injerto y la deteccion del ADN fetal en el plasma materno se puede utilizar para el diagnéstico prenatal de una
manera no invasiva (7,8). En las enfermedades neopléasicas, que estan todas impulsadas por mutaciones somaticas,
las aplicaciones de la deteccidon de mutantes raros son mdltiples; pueden utilizarse para ayudar a identificar la
enfermedad residual en los margenes quirdrgicos o en los ganglios linfaticos, para seguir el curso de la terapia
cuando se evallan en el plasma vy, tal vez, para identificar pacientes con enfermedad temprana curable con cirugia
cuando se evalla en heces, esputo, plasma y otros fluidos corporales (9-11).

Estos ejemplos destacan la importancia de identificar mutaciones raras tanto para la investigacion basica como la
clinica. En consecuencia, a lo largo de los afios se han ideado maneras innovadoras de evaluarlos Los primeros
procedimientos implicaron ensayos bioldgicos basados en prototrofia, resistencia a infecciones viricas o farmacos, o
ensayos bioquimicos (1, 12-18). La clonacion molecular y la secuenciacidn proporcionaron una nueva dimension al
sector, ya que permitieron identificar el tipo de mutacién, mas que su simple presencia (19-24). Algunos de los mas
potentes de estos nuevos procedimientos se basan en la PCR digital, en la que las moléculas individuales se
evalGan una por una (25). La PCR digital es conceptualmente idéntica al analisis de clones individuales de bacterias,
células o virus, pero se realiza completamente in vitro con reactivos inanimados definidos. Se han descrito varias
implementaciones de la PCR digital, incluyendo el andlisis de moléculas dispuestas en placas de multiples pocillos,
en polonias, en dispositivos microfluidicos y en emulsiones de agua en aceite (25-30). En cada una de estas
tecnologias, los moldes mutantes se identifican mediante su unién a oligonucleétidos especificos para la base
potencialmente mutante.

La secuenciacion masiva paralela representa una forma particularmente potente de PCR digital en la que cientos de
millones de moldes de moléculas pueden analizarse una por una. Tiene la ventaja sobre los procedimientos
convencionales de PCR digital de que se pueden consultar muchas bases secuencial y facilmente de una manera
automatizada. Sin embargo, la secuenciacién masivamente paralela generalmente no puede utilizarse para detectar
variantes raras debido a la alta tasa de error asociada con el proceso de secuenciacion. Por ejemplo, con los
instrumentos de secuenciacion lllumina de utilizacién habitual, esta tasa de error varia del ~1% (31, 32) al ~0,05%
(33, 34), dependiendo de factores, tales como la longitud de lectura (35), la utilizacion de algoritmos de base
mejorada (36-38) y el tipo de variantes detectadas (39). Algunos de estos errores se deben, probablemente, a las
mutaciones introducidas durante la preparacion del molde, durante las etapas de preamplificacién requeridas para la
preparacion de la biblioteca y durante la posterior amplificacion en fase sélida sobre el propio instrumento. Otros
errores se deben a la mala incorporacion de la base durante la secuenciacion y los errores de identificacion de
bases. Los avances en la identificacion de bases pueden aumentar la confianza (por ejemplo, (36-39)), pero los
errores basados en instrumentos todavia son limitantes, particularmente en muestras clinicas en las que la
prevalencia de la mutacion puede ser del 0,01% o menos (11). En el trabajo que se describe a continuacion, los
presentes inventores muestran como se pueden preparar los moldes y los datos de secuenciacion obtenidos de ellos
pueden interpretarse con mayor fiabilidad, de modo que se puedan identificar mutaciones relativamente raras con
instrumentos disponibles comercialmente.

Existe una necesidad continua en la técnica de mejorar la sensibilidad y exactitud de las determinaciones de
secuencias para fines de investigacion, clinicos, forenses y genealégicos.
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CARACTERISTICAS DE LA PRESENTE INVENCION

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, un procedimiento analiza secuencias de acido nucleico. Una
secuencia de acido nucleico de identificacion Gnica (UID) se une a un primer extremo de cada uno de una pluralidad
de fragmentos de acido nucleico de analito para formar fragmentos de acido nucleico de analito identificados de
forma Unica. La secuencia de nucleétidos de un fragmento de acido nucleico de analito identificado de forma Unica
se determina de forma redundante, en la que determinadas secuencias de nucleétidos que comparten una UID
forman una familia de miembros. Se identifica una secuencia de nucleétidos que representa con precision un
fragmento de &cido nucleico de analito cuando, como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la
secuencia y la secuencia se encuentra, como minimo, en dos familias.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, un procedimiento analiza secuencias de acido nucleico. Una
secuencia identificadora Unica (UID) esta unida a un primer extremo de cada uno de una pluralidad de fragmentos
de ADN de analito utilizando, como minimo, dos ciclos de amplificacion con el primer y segundo cebadores para
formar fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica. Las UID estan en exceso de los fragmentos de
ADN de analito durante la amplificacién. Los primeros cebadores comprenden un primer segmento complementario
a un amplicén deseado; un segundo segmento que contiene la UID; y un tercer segmento que contiene un sitio de
cebado universal para su posterior amplificacion. Los segundos cebadores comprenden un sitio de cebado universal
para la posterior amplificacion. Cada ciclo de amplificacién une un sitio de cebado universal a una hebra. Los
fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica se amplifican para formar una familia de fragmentos de
ADN de analito identificados de forma Gnica a partir de cada fragmento de ADN de analito identificado de forma
Unica. Se determinan secuencias de nucle6tidos de una pluralidad de miembros de la familia.

Otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento para analizar ADN utilizando secuencias identificadoras
Unicas (UID) enddgenas. Se obtiene ADN de analito fragmentado que comprende fragmentos de 30 a 2.000 bases,
ambas incluidas. Cada extremo de un fragmento forma una UID endégena para el fragmento. Los oligonucleétidos
adaptadores se unen a los extremos de los fragmentos para formar fragmentos adaptados. Los fragmentos que
representan uno o mas genes seleccionados se enriquecen opcionalmente mediante la captura de un subconjunto
de los fragmentos utilizando oligonucleétidos de captura complementarios a genes seleccionados en el ADN de
analito o amplificando fragmentos complementarios a genes seleccionados. Los fragmentos adaptados se amplifican
utilizando cebadores complementarios a los oligonucleotidos adaptadores para formar familias de fragmentos
adaptados. Se determina la secuencia de nucleétidos de una pluralidad de miembros de una familia. Se comparan
secuencias de nucledtidos de la pluralidad de miembros de la familia. Se identifica una secuencia de nucleétidos que
representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando, como minimo, el 1% de los miembros de la familia
contiene la secuencia.

Todavia otro aspecto de la presente invencidon es una composicion que comprende la poblacion de pares de
cebadores, en la que cada par comprende un primer cebador y un segundo cebador para amplificar e identificar un
gen o parte de un gen. El primer cebador comprende una primera parte de 10-100 nucleétidos complementarios al
gen o parte del gen y una segunda parte de 10 a 100 nucleétidos que comprende un sitio para la hibridacién con un
tercer cebador. El segundo cebador comprende una primera parte de 10-100 nucleétidos complementarios al gen o
parte del gen y una segunda parte de 10 a 100 nucleétidos que comprende un sitio para la hibridacién con un cuarto
cebador. Interpuesta entre la primera parte y la segunda parte del segundo cebador hay una tercera parte que
consiste en de 2 a 4.000 nucleétidos que forman un identificador Unico (UID). Los identificadores Gnicos en la
poblacién tienen, como minimo, 4 secuencias diferentes. El primer y segundo cebadores son complementarios a
hebras opuestas al gen o parte de gen. Un kit puede comprender la poblaciéon de cebadores y el tercer y cuarto
cebadores complementarios a las segundas partes de cada uno del primer y segundo cebadores.

Estas y otras realizaciones que seran evidentes para los expertos en la materia tras la lectura de la memoria
descriptiva dan a conocer la técnica herramientas y procedimientos para determinar de manera sensible y precisa
las caracteristicas o secuencias de los acidos nucleicos.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Elementos esenciales de Safe-SeqS. En la primera etapa, a cada fragmento que se va a analizar se le
asigna una secuencia identificadora tunica (UID) (barras rayadas o punteadas de metal). En el segundo paso, los
fragmentos marcados de forma Unica se amplifican, produciendo familias de UID, cada miembro de las cuales tiene
la misma UID. Un supermutante se define como una familia de UID en la que = 95% de los miembros de la familia
tiene la misma mutacion.

Figura 2. Safe-SeqS con UID enddgenos mas captura. Las secuencias de los extremos de cada fragmento
producido mediante cizallamiento aleatorio (barras sombreadas variables) sirven como identificadores Gnicos (UID).
Estos fragmentos se ligan a adaptadores (barras sombreadas con cuadrados y rayas cruzadas) para que puedan
amplificarse posteriormente mediante PCR. Se produce un fragmento identificable de manera Unica a partir de cada
hebra del molde bicatenario; solo se muestra una hebra. Los fragmentos de interés se capturan en una fase sélida
que contiene oligonucledtidos complementarios a las secuencias de interés. Después de la amplificacion mediante
PCR para producir familias de UID con cebadores que contienen secuencias “de injerto” en 5' (barras sombreadas
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con rayas inclinadas y puntos separados), se lleva a cabo la secuenciacion y los supermutantes se definen, tal como
en la figura 1.

Figura 3. Safe—SegS con UID exdgenas. El ADN (cortado o sin cortar) se amplifica con un conjunto de cebadores
especificos del gen. Uno de los cebadores tiene una secuencia de ADN aleatoria (por ejemplo, un conjunto de 14 N)
que forma el identificador Gnico (UID, barras variables), situado en 5' de la secuencia especifica de su gen, y ambos
tienen secuencias que permiten la amplificacion universal en la siguiente etapa (barras con cuadrados y rayas
cruzadas). Dos ciclos de asignacion de UID producen dos fragmentos, cada uno con una UID diferente, de cada
molécula molde bicatenaria, tal como se muestra. La PCR posterior con cebadores universales, que también
contienen secuencias de "injerto" (barras sombreadas con rayas inclinadas y puntos separados), produce familias de
UID que estan secuenciadas directamente. Los supermutantes se definen como en la leyenda de la figura 1.

Figuras 4A-4B. Sustituciones de una sola base identificadas median te andlisis convencional y Safe-SeqS. Se
utilizé la estrategia de UID exdgena representada en la figura 3 para producir fragmentos de PCR del gen CTNNBI
de tres individuos normales no relacionados. Cada posicion representa una de las 87 posibles sustituciones de una
sola base (analizadas 3 posibles sustituciones/base x 29 bases). Estos fragmentos se secuenciaron en un
instrumento lllumina GA lIx y se analizaron de la manera convencional (figura 4A) o con Safe—SeqS (figura 4B). Los
resultados de Safe—-SeqS se muestran en la misma escala que el andlisis convencional para la comparacion directa;
el recuadro insertado es una vista ampliada. Obsérvese que la mayoria de las variantes identificadas mediante el
analisis convencional es probable que representen errores de secuenciacion, como lo indica su alta frecuencia
relativa a Safe—SeqS y su coherencia entre las muestras no relacionadas.

Figura 5. Safe-SeqS con UDI endégenas mas PCR inversa. La secuencia de los extremos de cada fragmento
producido mediante cizallamiento aleatorio sirve como identificadores Unicos (UID; barras sombreadas variables).
Estos fragmentos se ligan a los adaptadores (barras con cuadrados y rayas cruzadas) como en una preparacion de
biblioteca estandar de Illlumina. Se produce un fragmento marcado de forma Unica a partir de cada hebra del molde
bicatenario; solo se muestra una hebra. Después de la circularizaciéon con una ligasa, se realiza PCR inversa con
cebadores especificos de genes que también contienen secuencias de "injerto" en 5' (barras sombreadas con rayas
inclinadas y puntos separados). Esta PCR produce familias de UID que estan secuenciadas directamente. Los
supermutantes se definen como en la figura 1.

Figura 6A-6B. Posicion de las sustituciones de una sola base frent e a la frecuencia de los errores en los
oligonucleétidos sintetizados con fosforoamiditas y Phusion. Una parte representativa del mismo fragmento de
ADN de 31 bases sintetizado con fosforoamiditas (figura 6A) o la polimerasa Phusion (figura 6B) se analizé mediante
Safe—Se(S. Se representan las medias y las desviaciones estandar para siete experimentos independientes de cada
tipo. Se observo un promedio de 1.721 + 383 y 196 + 143 de supermutantes de SBS identificados en los fragmentos
generados por Phusion y sintetizados con fosforoamidita, respectivamente. El eje y indica la fraccion de los errores
totales en la posicion indicada. Obsérvese que los errores en el fragmento de ADN sintetizado con fosforoamidita
fueron consistentes entre las siete repeticiones, como cabria esperar si los errores se introdujeran sistematicamente
durante la propia sintesis. Por el contrario, los errores en los fragmentos generados por Phusion parecian ser
heterogéneos entre las muestras, como cabria esperar de un proceso estocastico (Luria y Delbruck, Genetics 28:
491-511, 1.943).

Figura 7. Distribucion del miembro de la familia de UID. La estrategia de UID exdgena representada en la figura
3 se utilizé para producir fragmentos de PCR a partir de una region de CTNNBI de tres individuos normales no
relacionados (tabla 2B); se muestra un ejemplo representativo de las familias de UID con < 300 miembros (el 99%
del total de familias de UID) generadas a partir de un individuo. El eje y indica el nimero de familias de UID
diferentes que contenian el nimero de miembros de la familia mostrados en el eje x.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado un enfoque, denominado "Safe-SeqS" (de Safe—Sequencing System,
sistema de secuenciacidon segura). En una realizacion, implica dos etapas basicas (figura 1). La primera es la
asignacion de un identificador Unico (UID) a cada molécula de molde de acido nucleico que se va a analizar. La
segunda es la amplificacion de cada molde marcado de forma Unica, de manera que se generan muchas moléculas
hija con la secuencia idéntica (definida como una familia de UID). Si una mutacidn existiera previamente en la
molécula molde utilizada para la amplificacion, esa mutacion deberia estar presente en una determinada proporcion,
o incluso en todas, de las moléculas hija que contienen dicho UID (salvo cualquier posterior replicacion o errores de
secuenciacion). Una familia de UID en la cual cada miembro de la familia (0 una cierta proporcion predeterminada)
tiene una mutacion idéntica se llama un "supermutante". Las mutaciones que no se producen en los moldes
originales, tales como las que se producen durante las etapas de amplificacion o mediante errores en la
identificacion de bases, no deberian dar lugar a supermutantes, es decir, no estaran presentes en la frecuencia
predeterminada en una familia de UID. En otras realizaciones, la amplificacion no es necesaria.

El enfoque se puede utilizar para cualquier propoésito en el que se requiera un nivel muy alto de precision y

sensibilidad a partir de los datos de secuencia. Tal como se muestra a continuacion, el enfoque puede utilizarse para
evaluar la fidelidad de una polimerasa, la precision de la sintesis de acidos nucleicos sintetizados in vitro y la
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prevalencia de mutaciones en acidos nucleicos nucleares o mitocondriales de células normales. El enfoque puede
utilizarse para detectar y/o cuantificar mosaicismo y mutaciones somaticas.

Pueden obtenerse fragmentos de acidos nucleicos utilizando una técnica de formaciéon de fragmentos aleatoria tal
como cizallamiento mecanico, sonicacién o sometiendo los acidos nucleicos a otras tensiones fisicas o quimicas.
Los fragmentos pueden no ser estrictamente aleatorios, ya que algunos sitios pueden ser mas susceptibles a las
tensiones que otros. También se pueden utlizar endonucleasas que se fragmentan aleatoriamente o
especificamente para generar fragmentos. El tamafio de los fragmentos puede variar, pero de forma deseable estara
en intervalos entre 30 y 5.000 pares de bases, entre 100 y 2.000, entre 150 y 1.000, o dentro de intervalos con
diferentes combinaciones de estos criterios de valoracion. Los acidos nucleicos pueden ser, por ejemplo, ARN o
ADN. También se pueden utilizar formas modificadas de ARN o ADN.

La unién de un UID exdgeno a un fragmento de acidos nucleicos de analito puede realizarse por cualquier medio
conocido en la técnica, incluyendo enzimatico, quimico o biolégico. Un medio utiliza una reaccién en cadena de la
polimerasa. Otro medio utiliza una enzima ligasa. La enzima puede ser, por ejemplo, de mamifero o bacteriana. Los
extremos de los fragmentos pueden repararse antes de la union utilizando otras enzimas, tales como el fragmento
de Klenow de la ADN polimerasa de T4. Otras enzimas que pueden utilizarse para la unién son otras enzimas
polimerasas. Se puede afiadir un UID a uno o ambos extremos de los fragmentos. Un UID puede estar contenido
dentro de una molécula de acido nucleico que contiene otras regiones para otra funcionalidad deseada. Por ejemplo,
se puede afiadir un sitio de cebado universal para permitir una amplificacion posterior. Otro sitio adicional puede ser
una regién de complementariedad con una regién o gen particular en los acidos nucleicos de analito. Un UID puede
tener una longitud de 2 a 4.000, de 100 a 1.000, de 4 a 400, bases, por ejemplo.

Los UID pueden hacerse utilizando adiciéon aleatoria de nucleétidos para formar una secuencia corta que se utilizara
como identificador. En cada posicion de adicién, se puede utilizar una seleccion de uno de los cuatro
desoxirribonucleétidos. Como alternativa, se puede utilizar una seleccion de uno de tres, dos o0 un
desoxirribonucledtido. Por tanto, el UID puede ser completamente aleatorio, algo aleatorio o no aleatorio en ciertas
posiciones. Otra forma de hacer UID utiliza nucleétidos predeterminados montados en un chip. En esta manera, la
complejidad se alcanza de una manera planificada. Puede ser ventajoso unir un UID a cada extremo de un
fragmento, aumentando la complejidad de la poblacion de UID en fragmentos.

Un ciclo de la reaccion en cadena de la polimerasa para afiadir UID exdgeno se refiere a la desnaturalizacion
térmica de una molécula bicatenaria, a la hibridacién de un primer cebador a una hebra simple resultante, a la
extensién del cebador para formar una segunda hebra nueva hibridada a la hebra Unica original. Un segundo ciclo
se refiere a la desnaturalizacion de la segunda hebra nueva de la hebra Unica original, a la hibridaciéon de un
segundo cebador a la nueva segunda hebra nueva y a la extension del segundo cebador para formar una tercera
hebra nueva, hibridada a la nueva segunda hebra. Pueden requerirse multiples ciclos para aumentar la eficiencia,
por ejemplo, cuando el analito esta diluido o hay inhibidores presentes.

En el caso de los UID enddgenos, se pueden afiadir adaptadores a los extremos de fragmentos mediante ligacién.
La complejidad de los fragmentos de analito puede disminuirse mediante una etapa de captura, ya sea en una fase
sélida o en una etapa liquida. Tipicamente, la etapa de captura utilizara hibridaciéon con sondas que representan un
gen o conjunto de genes de interés. En caso de una fase sélida, los fragmentos que no son de unién se separan de
los fragmentos de union. Las fases solidas adecuadas conocidas en la materia incluyen filtros, membranas, perlas,
columnas, etc. En caso de una fase liquida, se puede afadir un reactivo de captura que se une a las sondas, por
ejemplo a través de una interacciéon de tipo biotina-avidina. Después de la captura, los fragmentos deseados se
pueden eluir para su posterior procesamiento. El orden de la adicién de adaptadores y la captura no es critico. Otro
medio para reducir la complejidad de los fragmentos de analito implica la amplificacién de uno o méas genes o
regiones especificos. Una forma de lograr esto es utilizar la PCR inversa. Pueden utilizarse cebadores que son
especificos de los genes, enriqueciendo al mismo tiempo la formacion de bibliotecas. Opcionalmente, los cebadores
especificos de gen pueden contener secuencias de injerto para su posterior unién a una plataforma de
secuenciacion masivamente paralela.

Debido a que los UID endégenos proporcionan un nimero limitado de posibilidades Unicas, dependiendo del tamafio
del fragmento y la longitud de la lectura de la secuenciacion, pueden utilizarse combinaciones de UID tanto
enddgenos como exdgenos. La introduccién de secuencias adicionales al amplificar aumentaria los UID disponibles
y, de este modo, aumentaria la sensibilidad. Por ejemplo, antes de la amplificacion, el molde puede dividirse en 96
pocillos y se podrian utilizar 96 cebadores diferentes durante la amplificacion. Esto aumentaria con eficacia los UID
disponibles 96 veces, porque se podrian distinguir hasta 96 moldes con el mismo UID enddgeno. Esta técnica
también puede utilizarse con UID exdgenos, de manera que los cebadores de cada pocillo afiaden una secuencia
Unica, bien especifica, a los productos de amplificacién. Esto puede mejorar la especificidad de la deteccion de
moldes raros.

La amplificacion de fragmentos que contienen un UID se puede realizar de acuerdo con técnicas conocidas para

generar familias de fragmentos. Se puede utilizar la reaccién en cadena de la polimerasa. También pueden utilizarse
otros procedimientos de amplificacién, tal como como sea conveniente. Se puede utilizar la PCR inversa, al igual
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que la amplificacion por circulo rodante. La amplificacién de fragmentos tipicamente se realiza utilizando cebadores
que son complementarios a los sitios de cebado que estan unidos a los fragmentos al mismo tiempo que los UID.
Los sitios de cebado son distales a los UID, de modo que la amplificacion incluye los UID. La amplificacion forma
una familia de fragmentos, de modo que cada miembro de la familia comparte el mismo UID. Debido a que la
diversidad de UID es, en gran medida, superior a la diversidad de los fragmentos, cada familia debe derivar de un
Unico fragmento de molécula en el analito. Los cebadores utilizados para la amplificacion pueden modificarse
quimicamente para hacerlos mas resistentes a las exonucleasas. Una de tales modificaciones es la utilizacion de
enlaces fosforotioato entre uno o méas nucledtidos en 3'. Otro utiliza boranofosfatos.

Los miembros de la familia se secuencian y comparan para identificar cualquier divergencia dentro de una familia. La
secuenciacion se realiza, preferentemente, en una plataforma de secuenciacion masivamente paralela, muchas de
las cuales estan disponibles comercialmente. Si la plataforma de secuenciaciéon requiere una secuencia para
"injerto”, es decir, la unién al dispositivo de secuenciacion, dicha secuencia se puede afiadir durante la adicion de
UID o adaptadores o por separado. Una secuencia de injerto puede ser parte de un cebador de UID, un cebador
universal, un cebador especifico para una diana génica, los cebadores de amplificacion utilizados para formar una
familia o separados. La secuenciacion redundante se refiere a la secuenciacién de una pluralidad de miembros de
una Unica familia.

Se puede establecer un umbral para identificar una mutacién en un analito. Si la "mutacién" aparece en todos los
miembros de una familia, deriva de analito. Si aparece en menos de todos los miembros, puede haberse introducido
durante el andlisis. Los umbrales para identificar una mutacién se pueden establecer, por ejemplo, al 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 98% 0 100%. Los umbrales se estableceran sobre la base del niimero de miembros de
una familia que estan secuenciados y el proposito y la situacion en particular.

Las poblaciones de pares de cebadores se utilizan para unir UID exdgenos. El primer cebador comprende una
primera parte de 10-100 nucle6tidos complementarios al gen o parte del gen y una segunda parte de 10 a 100
nucleétidos que comprende un sitio para la hibridacién con un tercer cebador. El segundo cebador comprende una
primera parte de 10-100 nucleétidos complementarios al gen o parte del gen y una segunda parte de 10 a 100
nucleétidos que comprende un sitio para la hibridacion con un cuarto cebador. Interpuesta entre la primera parte y la
segunda parte del segundo cebador hay una tercera parte que consiste en de 2 a 4.000 nucle6tidos que forman un
identificador Unico (UID). Los identificadores Unicos en la poblacién tienen, como minimo, 4, como minimo 16, como
minimo 64, como minimo 256, como minimo 1.024, como minimo 4.096, como minimo 16.384, como minimo 65.536,
como minimo 262.144, como minimo 1.048.576, como minimo 4.194.304, como minimo 16.777.216 o, como
minimo, 67.108.864 secuencias diferentes. El primer y segundo cebadores son complementarios a hebras opuestas
del gen o parte de gen. Se puede hacer un kit que contenga ambos cebadores para unir los UID exdgenos, asi como
cebadores de amplificacion, es decir, el tercer y cuarto cebadores complementarios a las segundas partes de cada
uno de los cebadores primero y segundo. El tercer y cuarto cebadores pueden contener, opcionalmente, secuencias
de injerto o indexacion adicionales. El UID puede comprender secuencias seleccionadas aleatoriamente, secuencias
de nucledtidos predefinidas, o ambas secuencias seleccionadas aleatoriamente y nucledétidos predefinidos. En los
dos casos, estas pueden estar unidas en bloques o entremezcladas.

Los procedimientos de andlisis se pueden utilizar para cuantificar, asi como para determinar una secuencia. Por
ejemplo, se puede comparar la abundancia relativa de dos fragmentos de ADN de analito.

Los resultados descritos a continuacion en los ejemplos demuestran que el enfoque Safe-SeqS puede mejorar
sustancialmente la precision de la secuenciacién masivamente paralela (tablas 1 y 2). Puede implementarse a través
de UID endogenos o introducidos exdgenamente y puede aplicarse a practicamente cualquier flujo de trabajo de
preparacion de muestras o plataforma de secuenciacion. Tal como se demuestra en el presente documento, el
enfoque puede utilizarse faciimente para identificar mutantes raros en una poblacién de moldes de ADN, medir las
tasas de error de la polimerasa y juzgar la fiabilidad de las sintesis de oligonucleétidos. Una de las ventajas de la
estrategia es que produce el numero de moldes analizados, asi como la fraccion de moldes que contienen bases
variantes. Los procedimientos descritos previamente in vitro para la deteccion de un pequefio nimero de moléculas
molde (por ejemplo, (29, 50)) permiten determinar la fraccién de moldes mutantes pero no pueden determinar el
namero de moldes mutantes y normales en la muestra original.

Es de interés comparar la Safe-SeqS con otros enfoques para reducir errores en la secuenciacion de proxima
generacién. Tal como se ha mencionado anteriormente, en los antecedentes de la presente invencion, se han
desarrollado algoritmos sofisticados para aumentar la precision de la identificacion de bases (por ejemplo, (36-39)).
Estos pueden reducir, ciertamente, las identificaciones de falsos positivos, pero su sensibilidad adn esta limitada por
mutaciones artifactuales que se producen durante las etapas PCR requeridas para la preparacion de la biblioteca asi
como por (un nimero reducido de) errores de identificacion de bases. Por ejemplo, el algoritmo utilizado en el
estudio actual utilizo criterios muy estrictos para la identificacion de bases y se aplicé a longitudes de lectura corta,
pero todavia no pudo reducir la tasa de error a menos de un promedio de 2,0 x 10 errores/pb. Esta frecuencia de
error es, como minimo, tan baja como la indicada con otros algoritmos. Para mejorar aliin mas la sensibilidad, estas
mejoras de la identificacion de bases se pueden utilizar junto con Safe-SeqS. Travers y otros han descrito otra
potente estrategia para reducir los errores (51). Con esta tecnologia, ambas cadenas de cada molécula molde se
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secuencian de forma redundante después de una serie de etapas enzimaticas preparativas. Sin embargo, este
enfoque solo puede realizarse en un instrumento especifico. Ademas, para muchas aplicaciones clinicas, hay
relativamente pocas moléculas molde en la muestra inicial y se requiere una evaluacion de casi todas ellas para
obtener la sensibilidad requerida. El enfoque descrito en el presente documento con UID introducidos de forma
exogena (figura 3) cumple este requisito acoplando la etapa de asignacion de UID con una amplificacién posterior en
la que se pierden pocas moléculas. Nuestros enfoques de UID endégenos (figura 2 y figura 5) y el descrito por
Travers y otros no son ideales para este proposito debido a las inevitables pérdidas de moléculas molde durante la
ligacion y otras etapas preparativas.

¢,Como se sabe que las mutaciones identificadas mediante los analisis convencionales en el estudio actual
representan artefactos en lugar de mutaciones verdaderas en los moldes originales? Muchas pruebas avalan la
observaC|0n de que la prevalencia de la mutacion en todos los experimentos excepto en uno era similar, de 2,0 x
10*a 2,4 x 10" mutaciones/pb (tablas 1 y 2). La excepcion fue el experimento con ollgonucleotldos sintetizados a
partir de fosforoamiditas, en los que el error del proceso de sintesis era aparentemente mas alto que la tasa de error
del andlisis de lllumina convencional cuando se usé con criterios de identificacion de bases rigurosos. En contraste,
la prevalencia de la mutacion de Safe-SeqS vari6 mucho mas, de 0,0 a 1,4 x 10° mutaciones/pb, dependiendo del
molde y el experimento. Ademas, la prevalencia de la mutacién medida mediante Safe-SeqS en el experimento mas
controlado, en el que se midi6 la fidelidad de la polimerasa (tabla 2A), fue casi idéntica a la predicha a partir de
experimentos previos en los que se midid la fidelidad de la polimerasa mediante ensayos bioldgicos. Las mediciones
de los presentes inventores de la prevalencia de la mutacion en el ADN de las células normales son coherentes con
algunos datos experimentales anteriores. Sin embargo, las estimaciones de estas prevalencias varian ampliamente
y pueden depender del tipo de célula y la secuencia analizada (véase el texto Sl). Por lo tanto, los presentes
inventores no pueden estar seguros de que las pocas mutaciones reveladas por Safe-SeqS representaban errores
que se producen durante el proceso de secuenciacion en lugar de mutaciones verdaderas presentes en los moldes
de ADN original. Las posibles fuentes de error en el proceso Safe-SeqS se describen en el texto SI.

Otra aplicacién potencial de Safe-SeqS es la minimizacion de la contaminacién de la PCR, un serio problema para
los laboratorios clinicos. Con asignacion de UID endégeno o exdgeno, los UID de moldes mutantes pueden
compararse simplemente con los identificados en experimentos previos; la probabilidad de que la misma mutacion
de dos muestras independientes tuviera el mismo UID en diferentes experimentos es insignificante cuando las
mutaciones son infrecuentes. Ademas, con UID exdgenos, un experimento de control con el mismo molde pero sin el
UID que asigna ciclos de PCR (figura 3) puede asegurar que no hay contaminacion de ADN presente en dicha
preparacion de molde; ningin molde debe amplificarse en ausencia de ciclos de asignacion de UID vy, por lo tanto,
no debe observarse ninglin producto de PCR del tamafio adecuado.

Como todas las técnicas, Safe-SegS tiene limitaciones. Por ejemplo, los presentes inventores han demostrado que
puede utilizarse la estrategia de UID exdgeno para analizar un solo amplicdn en profundidad. Esta tecnologia puede
no ser aplicable a situaciones en las que se deben analizar multiples amplicones a partir de una muestra que
contiene un namero limitado de moldes. La multiplexaciéon en los ciclos de asignacion de UID (figura 3) puede
proporcionar una solucion a este reto. Una segunda limitacién es que la eficiencia de la amplificacion en los ciclos de
asignacion de UID es critica para el éxito del procedimiento. Las muestras clinicas pueden contener inhibidores que
reducen la eficacia de esta etapa. Este problema se puede superar, presumiblemente, realizando mas de dos ciclos
en la etapa de PCR de asignaciéon de UID (figura 3), aunque esto complicaria la determinaciéon del nimero de
moldes analizados. La especificidad de Safe-SeqS esta actualmente limitada por la fidelidad de la polimerasa
utilizada en la etapa de PCR de asignacion de UID, es decir, 8,8 x 107 mutaciones/pb en su implementacion actual
con dos ciclos. Aumentar el numero de ciclos en la etapa de PCR de asignacion de UID a cinco disminuiria la
espeC|f|C|dad general a ~2 x 10° mutaciones/pb. Sin embargo, esta especificidad puede incrementarse al requerir
mas de un supermutante para la identificacién de la mutacmn la probabllldad de introducir la misma mutacién
artifactual dos o tres veces seria excesivamente baja ([2 x 10 ] 0[2x10 ] respectivamente). En resumen, existen
varias maneras sencillas de realizar variaciones de Safe-Seqs y de analisis para realizar las necesidades de
experimentos especificos.

Luria y Delbruck, en su articulo clasico de 1.943, escribieron que su "prediccion no puede verificarse directamente,
porque lo que observamos, cuando contamos el nimero de bacterias resistentes en un cultivo, no es el niumero de
mutaciones que se han producido, sino el nimero de bacterias resistentes que han surgido por la multiplicacion de
las que han mutado, dependiendo la cantidad de la multiplicacion de cuando se produjo la mutacion." El
procedimiento Safe-SeqS descrito en el presente documento puede verificar tales predicciones porque el nimero,
asi como el tiempo de ocurrencia de cada mutacion, se pueden estimar a partir de los datos, tal como se observa en
los experimentos sobre la fidelidad de la polimerasa. Ademas de los moldes generados por las polimerasas in vitro,
se puede aplicar el mismo enfoque al ADN de bacterias, virus y células de mamiferos. Por lo tanto, cabe esperar que
esta estrategia proporcione respuestas definitivas a diversas cuestiones biomédicas importantes.

La divulgacion anterior describe, en general, la presente invenciéon. Se puede obtener un entendimiento mas
completo haciendo referencia a los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en el presente documento
solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invencién definida en las reivindicaciones
de la presente invencion.
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EJEMPLO 1 - UID endégenos

Los UID, a veces llamados codigos de barras o indices, pueden asignarse a fragmentos de acido nucleico de
muchas maneras. Estos incluyen la introduccion de secuencias exdgenas mediante PCR (40, 41) o ligadura (42, 43).
Todavia de un modo mas simple, el ADN gendmico cortado al azar contiene inherentemente UID que consisten en
las secuencias de los dos extremos de cada fragmento cortado (figura 2 y figura 5). La secuenciaciéon de extremos
pareados de estos fragmentos produce familias de UID que se pueden analizar, tal como se ha descrito
anteriormente. Para utilizar estos UID enddgenos en Safe-SeqS, se utilizaron dos enfoques separados: uno
disefiado para evaluar muchos genes de forma simultanea y el otro disefiado para evaluar un fragmento de un solo
gen en profundidad (figura 2 y figura 5, respectivamente).

Para la evaluacion de multiples genes, los presentes inventores ligaron adaptadores de secuenciacion lllumina
estandar a los extremos de los fragmentos de ADN cortados para producir una biblioteca de secuenciacion estandar,
a continuacién, capturaron los genes de interés en una fase solida (44). En este experimento, se utilizd una
biblioteca hecha a partir del ADN de ~15.000 células normales y se seleccionaron 2.594 pb de seis genes para la
captura. Tras excluir los polimorfismos de nucleétido Unico conocidos, también se identificaron 25.563 mutaciones
aparentes, correspondientes a 2,4 x 10 + mutaciones/pb (tabla 1). Basandose en analisis previos de las tasas de
mutacion en células humanas, era probable que, como minimo, el 90% de estas mutaciones aparentes
representaran mutaciones introducidas durante la preparacion del molde y de la biblioteca o errores de identificacion
de bases. Obsérvese que la tasa de error determinada en el presente documento (2,4 x 10* mutaciones/pb) es
considerablemente méas baja de lo que normalmente se notifica en experimentos que utilizan el instrumento lllumina
porque los presentes inventores utilizaron criterios muy estrictos para la identificacion de bases.

Tabla 1. Safe-SeqS con UID endégenos

Analisis convencional Captura PCR inversa
Pb de alta calidad 106.958.863  1.041.346.645
Profundidad media de lectura de pb 38.620x% 2.085.600x
de alta calidad

Mutaciones identificadas 25.563 234.352
Mutaciones/pb 2,4E-04 2,3E-04
Analisis Safe—-SeqS

Pb de alta calidad 106.958.863  1.041.346.645
Profundidad media de lectura de pb 38.620x 2.085.600x
de alta calidad

Familias de UID 69.505 1.057
Promedio de miembros/familia de 40 21.688
uID

Mediana de miembros/familia de 19 4

uiD

Supermutantes identificados 8 0
Supermutantes/pb 3,5E-06 0,0

Con el analisis Safe-SeqS de los mismos datos, los presentes inventores determinaron que en este experimento se
evaluaron 69.505 moléculas molde originales (es decir, se identificaron 69.505 familias de UID, con un promedio de
40 miembros por familia, tabla 1). Todas las variantes polimérficas identificadas mediante andlisis convencional
también se identificaron mediante Safe-SeqS. Sin embargo, solo se observaron 8 supermutantes entre estas
familias, correspondientes a 3,5 x 10° mutaciones/pb. Por lo tanto, Safe-SeqS disminuyé los posibles errores de
secuenciacion, como minimo, 70 veces.

El andlisis Safe-SeqS también puede determinar qué hebra de un molde esta mutada, por lo que un criterio adicional
para identificar mutaciones podria requerir que la mutacion apareciese en solo una o en ambas cadenas del molde
originalmente de doble cadena. Los secuenciadores masivamente paralelos son capaces de obtener informacion de
secuencia de ambos extremos de un molde en dos lecturas secuenciales. (Este tipo de experimento de
secuenciacion se denomina "extremo apareado” en la plataforma lllumina, pero se pueden realizar experimentos
similares en otras plataformas de secuenciacién en las que pueden llamarse con otro nombre.) Las dos hebras de
un molde de doble cadena pueden diferenciarse por la orientacién observada de las secuencias y el orden en el que
aparecen cuando se obtiene la informacién de secuencia de ambos extremos. Por ejemplo, un par de hebras de UID
podria consistir en los dos grupos de secuencias siguientes cuando cada extremo de un molde se secuencia en
lecturas secuenciales: 1) una secuencia en la orientacion sentido que comienza en la posicion 100 del cromosoma 2
en la primera lectura seguida de una secuencia en la orientacion antisentido que comienza en la posicion 400 del
cromosoma 2 en la segunda lectura; y 2) una secuencia en la orientaciéon antisentido que comienza en la posicion
400 del cromosoma 2 en la primera lectura seguida de una secuencia en la orientacion sentido que comienza en la
posicion 100 del cromosoma 2 en la segunda lectura. En el experimento de captura descrito anteriormente, 42.222
de 69.505 UID (que representan 21.111 moléculas de doble cadena originales) en la region de interés representaron
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pares de hebras de UID. Estos 42.222 UID abarcaban 1.417.838 bases en la region de interés. Cuando se permita
gue una mutacion solo se produjese dentro de pares de hebras de UID (ya sea en una o en ambas cadenas), se
observaron dos supermutantes, que daban una tasa de mutacion de 1,4 x 10° supermutantes/pb. Cuando se
requiri6 que una mutaciéon se produjera solo en una hebra de un par de hebras de UID, solo se observé un
supermutante, dando una tasa de mutacion de 7,1 x 107 supermutantes/pb. Cuando se requirié que una mutacion se
produjera en ambas hebras un par de hebras de UID, solo se observé un supermutante, dando una tasa de
mutacion de 7,1 x 10”7 supermutantes/pb. Por lo tanto, la exigencia de que las mutaciones se produzcan solo en una
0 en ambas hebras de los moldes puede aumentar alin mas la especificidad de Safe-SeqsS.

También se utilizd una estrategia que utiliza UID enddgeno para reducir las mutaciones falsos positivos sobre
secuenciacion profunda de una sola region de interés. En este caso, se us6 una biblioteca preparada, tal como se ha
descrito anteriormente a partir de ~1.750 células normales como molde para PCR inversa utilizando cebadores
complementarios a un gen de interés, de manera que los productos de PCR pudieron utilizarse directamente para la
secuenciacion (figura 5). Con el analisis convencional, se observé un promedio de 2,3 x 10* mutaciones/pb,
similares a las observadas en el experimento de captura (tabla 1). Dado que en este experimento solo se evaluaron
1.057 moléculas independientes de las células normales, tal como se determind mediante el andlisis Safe-SeqS,
todas las mutaciones observadas con el andlisis convencional probablemente representaran falsos positivos (tabla
1). Con el analisis Safe-SeqS de los mismos datos no se identificaron supermutantes en ninguna posicién.

EJEMPLO 2 — UID exdgenos

Aungue los resultados descritos anteriormente muestran que Safe-SeqS puede aumentar la fiabilidad de la
secuenciacion masivamente paralela, el numero de moléculas diferentes que pueden analizarse utilizando UID
endogenos es limitado. Para los fragmentos cortados a un tamafio promedio de 150 pb (intervalo 125-175), la
secuenciacion de extremos apareados de 36 bases puede evaluar un maximo de ~7.200 moléculas diferentes que
contienen una mutacion especifica (2 lecturas x 2 orientaciones x 36 bases/lectura x variacion de 50 bases en
cualquiera de los extremos del fragmento). En la préactica, el numero real de UID es menor porque el proceso de
corte no es totalmente aleatorio.

Para hacer una utilizacién mas eficiente de los moldes originales, los presentes inventores desarrollaron una
estrategia Safe-SeqS que utilizd un ndmero minimo de etapas enzimaticas. Esta estrategia también permitio la
utilizacién de ADN degradado o dafiado, tal como se encuentra en especimenes clinicos o después del tratamiento
con bisulfito para el examen de la metilacion de citosina (45). Tal como se representa en la figura 3, esta estrategia
utiliza dos conjuntos de cebadores de PCR. El primer conjunto se sintetiza con precursores de fosforoamidita
estandar y contenia secuencias complementarias al gen de interés en el extremo 3' y diferentes colas en los
extremos 5' de ambos cebadores, directos e inversos. Las diferentes colas permitieron la amplificacién universal en
la siguiente etapa. Finalmente, hubo un tramo de 12 a 14 nucleétidos aleatorios entre la cola y los nucleétidos
especificos de la secuencia en el cebador directo (40). Los nucleétidos aleatorios forman los UID. Una forma
equivalente de asignar UID a fragmentos, no utilizada en este estudio, utilizaria 10.000 cebadores directos y 10.000
cebadores inversos sintetizados en una micromatriz. Cada uno de estos 20.000 cebadores tendrian cebadores
especificos de genes en sus extremos en 3'y una de 10.000 secuencias de UID especificas, predeterminadas, que
no se solapan en sus extremos 5', permitiendo 10° (es decir, [104]2) posibles combinaciones de UID. En cualquier
caso, se realizan dos ciclos de PCR con los cebadores y una polimerasa de alta fidelidad, produciendo un fragmento
de ADN de doble cadena marcado de manera Unica de cada una de las dos cadenas de cada molécula molde
original (figura 3). Los cebadores de asignacion de UID no utilizados residuales se eliminan mediante digestion con
una exonucleasa especifica de una sola hebra, sin purificacion adicional, y se afiaden dos nuevos cebadores. Como
alternativa o, ademas, de tal digestién, se puede utilizar una columna de silice que retenga selectivamente
fragmentos de mayor tamafio o se pueden utilizar perlas de inmovilizaciéon reversible en fase sélida (SPRI) en
condiciones que retengan selectivamente fragmentos mayores para eliminar artefactos de amplificacion mas
pequefios, no especificos. Esta purificacion puede ayudar potencialmente a reducir la acumulacién de cebador-
dimero en etapas posteriores. Los nuevos cebadores, complementarios a las colas introducidas en los ciclos de
asignacion de UID, contienen secuencias de injerto en sus extremos 5', lo que permite la amplificacion en fase sélida
en el instrumento lllumina y residuos de fosforotioato en sus extremos 3' para hacerlos resistentes a cualquier
exonucleasa restante. Después de 25 ciclos adicionales de PCR, los productos se cargan en el instrumento lllumina.
Tal como se muestra a continuacion, esta estrategia permitié a los presentes inventores evaluar la mayoria de los
fragmentos de entrada y se utilizé para varios experimentos ilustrativos.

EJEMPLO 3 — Andlisis de la fidelidad de la ADN polimer  asa

La medicion de las tasas de error de las polimerasas de ADN es esencial para su caracterizacion y dicta las
situaciones en las que estas enzimas pueden utilizarse. Los presentes inventores eligieron medir la tasa de error de
la polimerasa Phusion, ya que esta polimerasa tiene una de las frecuencias de error mas bajas notificadas de
cualquier enzima disponible comercialmente y, por lo tanto, plantea un desafio particular para un enfoque basado in
vitro. En primer lugar, los presentes inventores amplificaron una Unica molécula molde de ADN humano, que
comprende un segmento de un gen humano elegido de forma arbitraria, a través de 19 rondas de PCR. Los
productos de la PCR de estas amplificaciones, en su totalidad, se utilizaron como moldes para Safe-SeqS, tal como
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se describe en la figura 3. En siete experimentos independientes de este tipo, el numero de familias de UID
identificadas mediante secuenciacién fue de 624.678 + 421.274, lo que es consistente con una eficiencia de
amplificacion del 92 + 9,6% por ronda de PCR.

El fabricante indica que la tasa de error de la polimerasa Phusion, estimada mediante la clonacion de productos de
PCR que codifican la B-galactosidasa en vectores plasmidicos y la transformacién en bacterias es de 4,4 x 107
errores/pb/ciclo de PCR. Un andlisis convencional, incluso con una identificacién de bases muy estricto de la
secuenciacion de Illumina reveld una tasa de error aparente de 9,1 x 10° errores/pb/ciclo de PCR, mas de un orden
de magnitud mayor que la tasa de error de la polimerasa de Phusion (tabla 2A). Por el contrario, la Safe-SeqS de los
mismos datos revel6 una tasa de error de 4,5 x 107 errores/pb/ciclo de PCR, casi idéntica a la medida para la
polimerasa Phusion en ensayos bioldgicos (tabla 2A). La gran mayoria (>99%) de estos errores fueron sustituciones
de una sola base (tabla 3A), en consonancia con los datos previos sobre el espectro de mutacién creado por otras
ADN polimerasas procariotas (15, 46, 47).

Tabla 2A-2C. Safe—SegS con UID exdgenos

2A. Fidelidad de la polimerasa Media Desviacion estandar
Analisis convencional de 7 repeticiones

Pb de alta calidad 996.855.791 64.030.757
Mutaciones totales identificadas 198.638 22.515
Mutaciones/pb 2,0E-04 1,7.E-05
Tasa de error de Phusion calculada (errores/pb/ciclo ) 9,1E-06 7,7E-07
Analisis Safe-SeqS de 7 repeticiones

Pb de alta calidad 996.855.791 64.030.757
Familias de UID 624.678 421.274
Miembros/familia de UID 107 122
Supermutantes totales identificados 197 143
Supermutantes/pb 9,9E-06 2,3E-06
Tasa de error de Phusion calculada (errores/pb/ciclo ) 4,5E-07 1,0E-07

2B. Mutaciones de_ CTNNB1 en el ADN de células humanas normales
Andlisis convencional de 3 individuos

Pb de alta calidad 559.334.774 66.600.749
Mutaciones totales identificadas 118.488 11.357
Mutaciones/pb 2,1E-04 1,6:E-05
Andlisis Safe-SeqS de 3 individuos

Pb de alta calidad 559.334.774 66.600.749
Familias de UID 374.553 263.105
Miembros/familia de UID 68 38
Supermutantes totales identificados 99 78
Supermutantes/pb 9,0E-06 3,1E-06

2C. Mutaciones mitocondriales _en el ADN de células humanas normales
Andlisis convencional de 7 individuos

Pb de alta calidad 147.673.456 54.308.546
Mutaciones totales identificadas 30.599 12.970
Mutaciones/pb 2,1E-04 9,4E-05
Analisis Safe-SeqS de 7 individuos

Pb de alta calidad 147.673.456 54.308.546
Familias de UID 515.600 89.985
Miembros/familia de UID 15 6
Supermutantes totales identificados 135 61
Supermutantes/pb 1,4E-05 6,8E-06

Tabla 3A—C. Fraccion de sustituciones, inserciones y supresiones de una sola base con UID exégenos

3A. Fidelidad de la polimerasa, Media Desviacién estandar

Analisis convencional de 7 repeticiones
Mutaciones totales identificadas 198.638 22.515
Fraccién de mutaciones representadas por sustituciones de una sola base 99% 0%
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3A. Fidelidad de la polimerasa Media

Analisis convencional de 7 repeticiones
Fraccion de mutaciones representadas por deleciones 1%
Fraccion de mutaciones representadas por inserciones 0%

Analisis Safe-SeqS de 7 repeticiones

Supermutantes totales identificados 197
Fracciéon de supermutantes representadas por sustituciones de una sola

base 99%
Fraccion de supermutantes representados por deleciones 1%
Fraccion de supermutantes representados por inserciones 0%

3B. Mutaciones de  CTNNB1 en el ADN de células humanas normales

Andlisis convencional de 3 individuos

Mutaciones totales identificadas 118.488
Fraccion de mutaciones representadas por sustituciones de una sola base 97%
Fraccién de mutaciones representadas por deleciones 3%
Fraccién de mutaciones representadas por inserciones 0%

Analisis Safe-SeqS de 3 individuos

Supermutantes totales identificados 929
Fraccion de supermutantes representadas por sustituciones de una sola

base 100%
Fraccién de supermutantes representados por deleciones 0%
Fraccion de supermutantes representados por inserciones 0%
3C. Mutaciones mitocondriales _en el ADN de células humanas

normales

Andlisis convencional de 7 individuos

Mutaciones totales identificadas 30.599
Fraccion de mutaciones representadas por sustituciones de una sola base 98%
Fraccién de mutaciones representadas por deleciones 2%
Fraccion de mutaciones representadas por inserciones 0%

Analisis Safe-SeqS de 7 individuos

Supermutantes totales identificados 135
Fracciéon de supermutantes representadas por sustituciones de una sola

base 99%
Fraccion de supermutantes representados por deleciones 1%
Fraccion de supermutantes representados por inserciones 0%

Safe-SeqS también permiti6 una determinacién del nimero total de acontecimientos mutacionales distintos y una
estimacion del ciclo de PCR en el que se produjo la mutaciéon. Hubo 19 ciclos de PCR realizada en pocillos que
contenian una sola molécula molde en estos experimentos. Si se produjera un error de polimerasa en el ciclo 19,
solo se produciria un supermutante (de la hebra que contenia la mutacion). Si el error se produjera en el ciclo 18
deberia haber dos supermutantes (derivados de las hebras mutantes producidas en el ciclo 19), etc. Por
consiguiente, el ciclo en el que se produjo el error esta relacionado con el nimero de supermutantes que contienen
ese error. Los datos de siete experimentos independientes demuestran un nimero relativamente consistente de

Desviacién estandar

0%
0%

143

2%
2%
0%

11.357
0%
0%
0%

78

1%
1%
0%

12.970
1%
1%
0%

61

1%
1%
0%

errores de polimerasa totales observados (2,2 £ 1,1 x 10° mutaciones distintas/pb), de acuerdo con el nimero
esperado de observaciones de las simulaciones (1,5 £+ 0,21 x 10 mutaciones distintas/pb). Los datos también
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muestran una cronologia muy variable de la aparicion de errores de polimerasa entre los experimentos (tabla 4), tal
como se predijo a partir del andlisis clasico de la fluctuacion (1). Este tipo de informacion es dificil de derivar
utilizando el analisis convencional de los mismos datos de secuenciacion de proxima generacion, en parte debido a
la tasa de mutacion aparente prohibitivamente alta observada anteriormente.

Tabla 4A-4G. Numero observado y esperado de errores  generados por la polimerasa Phusion
4A. Experimento 1 Observado Esperado (media + SD)*

Mutaciones representadas por 1 supermutante 10 19+ 3,7
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 8 58+2,3
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 4 13+x11
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 4 1,8+1,3
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 2 0,61 £0,75
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 2 0,22 £0,44
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 0 0,01£0,10
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 0 0,87 £0,86
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 2 0,28 £0,51
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 0 0,14 £0,38
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 3 15+£27
Mutaciones distintas 35 32+4,2
4B. Experimento 2

Mutaciones representadas por 1 supermutante 19 23+4,1
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 5 9,5+2,8
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 4 2,7+1,6
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 7 2,717
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 2 0,88 £ 0,94
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 1 0,40 £ 0,60
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 3 0,16 £ 0,42
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 1 0,99+1,0
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 1 0,39 £0,68
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 0 0,17 £0,43
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 9 1,8+34
Mutaciones distintas 52 43 +5,1
4C. Experimento 3

Mutaciones representadas por 1 supermutante 7 1734
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 9 54+2,0
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 4 12+11
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 4 1,7+14
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 2 0,50 £0,70
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 0 0,17 £0,45
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 1 0,03+0,17
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 0 0,59+0,74
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 0 0,24 £0,50
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 1 0,07 £0,29
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 5 15+£26
Mutaciones distintas 33 28 £3,7
4D. Experimento 4

Mutaciones representadas por 1 supermutante 7 15+ 3,7
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 8 41+17
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 2 0,70 £0,74
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 1 15+£13
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 3 0,21 £0,52
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 2 0,08 £0,27
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 1 0,0£0,0
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 2 0,65 %0,77
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 2 0,17 £0,43
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 0 0,05 £0,22
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 1 0,92+2,1
Mutaciones distintas 29 23+3,2
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4E. Experimento 5

Mutaciones representadas por 1 supermutante 9 23+4,1
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 6 9,5+28
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 5 2,7+16
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 3 2,717
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 6 0,88 £ 0,94
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 2 0,40 £ 0,60
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 1 0,16 £ 0,42
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 2 0,99+1,0
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 2 0,39 £0,68
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 3 0,17 £0,43
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 7 18+34
Mutaciones distintas 46 43+5,1
4F. Experimento 6

Mutaciones representadas por 1 supermutante 4 6,728
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 7 15+£1.2
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 1 0,10 £0,33
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 2 0,60 £0,82
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 0 0,07 £0,26
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 0 0,01 £0,10
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 1 0,0£0,0
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 1 0,39 £0,60
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 0 0,01£0,10
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 0 0,0£0,0
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 2 0,50+11
Mutaciones distintas 18 99+14
4G. Experimento 7

Mutaciones representadas por 1 supermutante 8 29%+16
Mutaciones representadas por 2 supermutantes 2 0,61 £0,79
Mutaciones representadas por 3 supermutantes 0 0,04 £0,24
Mutaciones representadas por 4 supermutantes 0 0,41 £0,59
Mutaciones representadas por 5 supermutantes 1 0,01 £0,10
Mutaciones representadas por 6 supermutantes 0 0,0£0,0
Mutaciones representadas por 7 supermutantes 0 0,0£0,0
Mutaciones representadas por 8 supermutantes 0 0,14 £0,35
Mutaciones representadas por 9 supermutantes 0 0,01 £0,10
Mutaciones representadas por 10 supermutantes 0 0,0£0,0
Mutaciones representadas por > 10 supermutantes 0 0,32 +0,93
Mutaciones distintas 11 4,5+0,62

*Véase el texto Sl para detalles de las simulaciones

EJEMPLO 4 — Andlisis de la composicion de oligonucleét idos.

Se puede tolerar un pequefio nimero de errores durante la sintesis de oligonucleétidos a partir de precursores de
fosforoamidita para la mayoria de las aplicaciones, tales como la PCR rutinaria o la clonacién. Sin embargo, para la
biologia sintética, en la que muchos oligonucleétidos deben unirse, tales errores representan un obstaculo
importante para el éxito. Se han ideado estrategias inteligentes para hacer mas eficiente el proceso de construccion
de genes (48, 49), pero todas estas estrategias se beneficiarian de una sintesis mas precisa de los propios
oligonucledtidos. La determinacion del nimero de errores en los oligonucledétidos sintetizados es dificil debido a que
la fraccion de oligonucledtidos que contienen errores puede ser inferior a la sensibilidad de los andlisis
convencionales de secuenciacion de proxima generacion.

Para determinar si Safe-SeqS podria utilizarse para esta determinacion, se utilizé la quimica estandar de
fosforoamidita para sintetizar un oligonucleétido que contenia 31 bases que se disefiaron para ser idénticas a las
analizadas en el experimento de fidelidad de la polimerasa descrito anteriormente. En el oligonucledétido sintético, las
31 bases estaban rodeadas por secuencias complementarias a los cebadores que podrian utilizarse para las etapas
de asignacion de UID de Safe-SeqS (figura 3). Al realizar Safe-SeqS en ~300.000 oligonucleétidos, los presentes
inventores descubrieron que habia 8,9 + 0,28 x 10" supermutantes/pb y que estos errores se produjeron a lo largo
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de los oligonucledtidos (figura 6A). Los oligonucleétidos contenian un gran ndamero de errores de insercion y
delecion, representando el 8,2 + 0,63% y el 25 + 1,5% de los supermutantes totales, respectivamente. Es importante
destacar que tanto la posicibn como la naturaleza de los errores eran altamente reproducibles entre siete
replicaciones independientes de este experimento realizado en el mismo lote de oligonucledtidos (figura 6A). Esta
naturaleza y distribucion de errores tenian muy poco en comun con la de los errores producidos por la polimerasa
Phusion (figura 6B y tabla 5), que se distribuyeron en el patron estocastico esperado entre los experimentos
repetidos. El nimero de errores en los oligonucleétidos sintetizados con fosforoamiditas fue -60 veces mayor que en
los productos equivalentes sintetizados por la polimerasa Phusion. Estos datos, in toto, indican que la gran mayoria
de los errores en los primeros se generaron durante su sintesis en lugar de durante el procedimiento Safe-SeqS.
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¢ Preserva Safe-SeqsS la relacion de secuencias mutantes:normales en los moldes originales? Para resolver esta
cuestion, los presentes inventores sintetizaron dos oligonucledtidos de 31 bases de secuencia idéntica con la
excepcion del nt 15 (50:50 C/G en lugar de T) y se mezclaron en fracciones nominales mutantes/normales del 3,3%
y el 0,33%. Mediante el analisis Safe-SeqS de las mezclas de oligonucleétidos, los presentes inventores
descubrieron que las relaciones eran del 2,8% y el 0,27%, respectivamente. Los presentes inventores concluyeron
que los procedimientos de asignacién y amplificacion de UID utilizados en Safe-SegS no alteran en gran medida la
proporcion de secuencias de variantes y, por lo tanto, proporcionan una estimacion fiable de esa proporcion cuando
se desconoce. Esta conclusiéon también es apoyada por la reproducibilidad de las fracciones variantes cuando se
analizan en experimentos independientes de Safe-SeqS (figura 6A).

EJEMPLO 5 — Andlisis de secuencias de ADN de célulash umanas normales

La estrategia de UID exdgeno (figura 3) se utilizd a continuacion para determinar la prevalencia de las mutaciones
raras en una pequefia regién del gen CTNNBI de ~100.000 células humanas normales de tres individuos no
relacionados. A través de la comparaciéon con el nimero de familias de UID obtenido en los experimentos de Safe-
SeqS (tabla 2B), los presentes inventores calcularon que la mayoria (78 + 9,8%) de los fragmentos de entrada se
convirtieron en familias de UID. Habia un promedio de 68 miembros/familia de UID que cumplian facilmente la
redundancia requerida para Safe-Seq$S (figura 7). El analisis convencional de los datos de secuenciacién de Illumina
revel6 un promedio de 118.488 + 11.357 mutaciones entre los ~560 Mb de secuencia analizada por muestra, lo que
corresponde a una prevalencia aparente de mutacion de 2,1 + 0,16 x 10* mutaciones/pb (tabla 2B). Solo se observé
un promedio de 99 + 78 supermutantes en el analisis Safe-SeqS. La gran mayoria (> 99%) de supermutantes fueron
sustituciones de una sola base y la tasa de mutacion calculada fue de 9,0 + 3,1 x 10° mutaciones/pb (tabla 3B). Por
tanto, Safe-SeqgS redujo la frecuencia aparente de mutaciones en el ADN genémico, como minimo, 24 veces (figura
4).

Una posible estrategia para aumentar la especificidad de Safe-SeqS es realizar la amplificacion de la biblioteca (y,
posiblemente, los ciclos de asignacion de UID) en multiples pocillos. Esto puede lograrse en tan solo 2 o hasta 384
pocillos utilizando placas de PCR estandar o ampliarse hasta muchos mas pocillos cuando se usa un dispositivo
microfluidico (de miles a millones). Cuando se realiza de esta manera, se pueden introducir secuencias de
indexaxién en los moldes que son Unicos para los pocillos en los que se amplifica el molde. Por tanto, las
mutaciones raras deberian dar lugar a dos supermutantes (es decir, uno de cada hebra), ambos con la misma
secuencia de indice de pocillos. Al realizar Safe-SeqS con UID exdégenos en los moldes de CTNNBI descritos
anteriormente y diluidos en 10 pocillos (cada pocillo produce moldes amplificados con una secuencia de indice
diferente), la tasa de mutacion se redujo adicionalmente de 9,0 + 3,1 x 10%a3,7+1,2x10° supermutantes/pb. Por
lo tanto, el andlisis de los moldes en mdltiples compartimentos, de una manera que produce moldes codificados de
forma diferente basados en el compartimiento en el que se amplificaron moldes, puede ser una estrategia adicional
para aumentar la especificidad de Safe-SeqsS.

EJEMPLO 6 — Andlisis de secuencias de ADN de ADN mitoc  ondrial

Los presentes inventores aplicaron la estrategia idéntica a un segmento corto de ADN mitocondrial en ~1.000 células
de cada uno de siete individuos no relacionados. El andlisis convencional de las bibliotecas de secuenciacion de
lllumina producidas con el procedimiento Safe-SeqS (figura 3) revelé un promedio de 30.599 + 12.970 mutaciones
entre los ~150 Mb de secuencia analizada por muestra, lo que corresponde a una prevalencia aparente de mutacién
de 2,1+0,94 x 10" mutaciones/pb (tabla 2C). Solo se observaron 135 + 61 supermutantes en el andlisis Safe-SeqS.
Como con el gen CTNNB1, la gran mayoria de las mutaciones fueron sustituciones de una sola base, aunque
también se observaron deleciones ocasionales de una sola base (tabla 3C). La tasa de mutacioén calculada en el
segmento analizado de ADNmt fue de 1,4 + 0,68 x 10° mutaciones/pb (tabla 2C). Por tanto, Safe-SeqS redujo la
frecuencia aparente de mutaciones en el ADN gendmico, como minimo, 15 veces.

EJEMPLO 7 — Materiales y procedimientos

UID enddégenos. EI ADN gendmico del pancreas humano o de células linfoblastoides cultivadas se prepard
utilizando kits Qiagen. Se utilizo ADN de pancreas para el experimento de captura y se utilizaron las células
linfoblastoides para el experimento de PCR inversa. EI ADN se cuantifico mediante absorbancia 6ptica y con PCRc.
El ADN se fragment6 a un tamafio promedio de ~200 pb mediante cizallamiento acustico (Covaris), después se
repararon los extremos, se introdujeron colas de A y se ligaron a adaptadores en forma de Y de acuerdo con los
protocolos estandar de Illumina. Los extremos de cada molécula molde proporcionan UID endégenos
correspondientes a sus posiciones cromosémicas. Después de la amplificacion mediada por PCR de las bibliotecas
con secuencias de cebadores dentro de los adaptadores, se capturé el ADN (1) con un filtro que contenia 2.594 nt
correspondiente a seis genes de cancer. Después de la captura, se realizaron 18 ciclos de PCR para asegurar
cantidades suficientes de molde para la secuenciacion en un instrumento lllumina GA lIx.

Para los experimentos de PCR inversa (figura 5), los presentes inventores ligaron adaptadores personalizados (IDT,

tabla 6) en lugar de adaptadores estandar de lllumina en forma de Y al ADN celular cortado. Estos adaptadores
conservaban la regién complementaria del cebador de secuenciacién universal pero carecian de las secuencias de
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injerto requeridas para la hibridacién con la célula de flujo lllumina GA lIx. EI ADN ligado se diluy6 en 96 pocillos y el
ADN en cada columna de 8 pocillos se amplific6 con un cebador directo Unico que contenia una de 12 secuencias
indice en su extremo 5' mas un cebador inverso estandar (tabla 6). Las amplificaciones se realizaron utilizando
Phusion HotStart | (NEB) en 50 ul de reacciones que contenian tampén Phusion HF 1X, dNTP 0,5 mM, 0,5 uM de
cada cebador directo e inverso (ambos fosforilados en 5’) y 1U de la polimerasa Phusion. Se utilizaron las siguientes
condiciones de ciclado: un ciclo de 98°C durante 30 segundos; y 16 ciclos de 98°C durante 10 segundos, 65°C
durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos. Las 96 reacciones se agruparon y, después, se purificaron
utilizando un kit de purificacién de PCR Qiagen MinElute (No. de cat. 28004) y un kit QIAquick Gel Extraction (No.
De cat. 28704). Para preparar los moldes circulares necesarios para la PCR inversa, el ADN se diluyé hasta ~1 ng/ul
y se ligo con ADN ligasa de T4 (Enzymatics) durante 30 minutos a temperatura ambiente en una reaccion de 600 pl
gue contenia 1X de tampodn de uniéon de ADN de T4 y 18.000 U de ADN ligasa de T4. La reaccion de ligadura se
purificé utilizando un kit Qiagen MinElute. La PCR inversa se realiz6 utilizando Phusion Hot Start | en 90 ng de molde
circular distribuido en doce reacciones de 50 pl, conteniendo cada una 1X de tampén Phusion HF, dNTP 0,25 mM,
0,5 uM de cada uno de los cebadores KRAS directos e inversos (tabla 6) y 1 U de polimerasa Phusion. Los
cebadores especificos de KRAS contenian ambos secuencias de injerto para la hibridaciéon a la célula de flujo
lllumina GA lIx (tabla 6). Se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado: un ciclo de 98°C durante 2 minutos; y 37
ciclos de 98°C durante 10 segundos, 61°C durante 15 segundos y 72°C durante 10 segundos. La purificacién final se
realiz6 con un kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel) y se eluy6 en 20 ul de tampdn NE. Los fragmentos de ADN
resultantes contenian UID compuestos por tres secuencias: dos enddgenas, representadas por los dos extremos de
los fragmentos cortados originales mas la secuencia exdgena introducida durante la amplificacién de indexacion.
Dado que se utilizaron 12 secuencias exdgenas, esto aumentd el nimero de UID distintos 12 veces mas que lo que
se obtuvo sin UID exdgenos. Este nimero podria aumentarse facilmente utilizando un mayor nimero de cebadores
distintos.
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UID exdégenos Se prepar6 ADN gendémico a partir de mucosas colonicas normales humanas o linfocitos de sangre
utilizando kits Qiagen. EI ADN de la mucosa coldnica se utiliz6 para los experimentos con CTNNB1 y ADN
mitocondrial, mientras que el ADN linfocitario se utiliz6 para los experimentos en CTNNBL y sobre la fidelidad de la
polimerasa. El ADN se cuantificé con PCR digital (2) utilizando cebadores que amplificaron los genes de una sola
copia de células humanas (andlisis de la fidelidad de la polimerasa y CTNNB1), PCRc (ADN mitocondrial) o
mediante absorbancia 6ptica (oligonucleétidos). Cada cadena de cada molécula molde se codificé con un UID de 12
0 14 bases utilizando dos ciclos de PCR especifica de amplicon, tal como se describe en el texto y en la figura 3. Los
cebadores especificos de amplicén contenian ambos secuencias marcadoras universales en sus extremos 5' para
una etapa de amplificacion posterior. Los UID constituyeron 12 6 14 secuencias de nucleétidos al azar afiadidas al
extremo 5' de los cebadores directos especificos de amplicén (tabla 6). Estos cebadores pueden generar 16,8 y 268
millones de UID distintos, respectivamente. Es importante que el nimero de UID distintos exceda en gran medida el
namero de moléculas molde originales para minimizar la probabilidad de que dos moldes originales diferentes
adquirieran el mismo UID. Los ciclos de PCR de asignacion de UID incluyeron Phusion Hot Start IIl (NEB) en una
reaccion de 45 pl que contenia 1X tampon Phusion HF, dNTP 0,25 mM, 0,5 uyM de cada cebador directo (que
contenia 12-14 Ns) e inversos y 2U de polimerasa Phusion. Para mantener las concentraciones finales del molde
<1,5 ng/ul, se utilizaron multiples pocillos para crear algunas bibliotecas. Se utilizaron las siguientes condiciones de
ciclado: una incubacion de 98°C durante 30 segundos (para activar la Phusion Hot Start Il); y dos ciclos de 98°C
durante 10 segundos, 61°C durante 120 segundos y 72°C durante 10 segundos. Para asegurar la eliminacion
completa de los cebadores de la primera ronda, cada pocillo se digirié con 60 U de una nucleasa especifica de ADN
de una sola hebra (exonucleasa-I; Enzymatics) a 37°C durante 1 hora. Después de una inactivacion con calor de 5
minutos a 98°C, se afadieron cebadores complementarios a los marcadores universales introducidos (tabla 6) a una
concentracion final de 0,5 yM cada uno. Estos cebadores contenian dos fosforotioatos terminales para hacerlos
resistentes a cualquier actividad residual de Exonucleasa-l. También contenian secuencias de injerto en 5'
necesarias para la hibridacién a la célula de flujo lllumina GA lIx. Finalmente, contenian una secuencia indice entre
la secuencia de injerto y la secuencia marcadora universal. Esta secuencia de indice permite analizar
simultaneamente los productos de PCR de mudiltiples individuos diferentes en el mismo compartimento de la célula de
flujo del secuenciador. Se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado para los siguientes 25 ciclos de PCR: 98°C
durante 10 segundos y 72°C durante 15 segundos. No se realizaron etapas de purificacién intermedias en un
esfuerzo para reducir las pérdidas de moléculas molde.

Después de la segunda ronda de amplificacion, los pocillos se consolidaron y purificaron utilizando un kit de
purificacién por PCR Qiagen QIAquick (No. de cat. 28104) y se eluyeron en 50 ul de tamp6n EB (Qiagen). Los
fragmentos del tamafio esperado se purificaron después de la electroforesis en gel de agarosa (bibliotecas de
ADNmt) o de poliacrilamida (todas las demas bibliotecas). Para la purificaciéon en gel de agarosa, las ocho alicuotas
de 6 pl se cargaron en pocillos de un Gel Size Select al 2% (Invitrogen) y se recogieron bandas del tamafio esperado
en tampdén EB segun lo especificado por el fabricante. Para la purificacién en gel de poliacrilamida, se cargaron diez
alicuotas de 5 pl en pocillos de un gel de poliacrilamida TBE al 10% (invitrogen). Las laminas de gel que contenian
los fragmentos de interés se escindieron, se trituraron y se eluyeron esencialmente, tal como se ha descrito (3).

Andlisis de la fidelidad de la polimerasa Phusion. La amplificacién de un fragmento de ADN gendémico humano
dentro del gen BMX (RefSeq de acceso NM_203281.2) se realizé primero utilizando las condiciones de PCR
descritas anteriormente. El molde se diluyé de manera que un promedio de una molécula molde estaba presente en
cada uno de 10 pocillos de una placa de PCR de 96 pocillos. A continuacion se realizaron reacciones de cincuenta ul
en 1X de tampdn Phusion HF, dNTP 0,25 mM, 0,5 uM de cada uno de los cebadores directos e inversos (tabla 6) y
2U de la polimerasa Phusion. Las condiciones de ciclado fueron un ciclo de 98°C durante 30 segundos; y 19 ciclos
de 98°C durante 10 segundos, 61°C durante 120 segundos y 72°C durante 10 segundos. Los cebadores se retiraron
mediante digestién con 60 U de Exonucleasa-l a 37°C durante 1 hora, seguido de una inactivacioén con calor de 5
minutos a 98°C. No se realiz6 ninguna purificacion del producto de PCR, ya sea antes o después de la digestion con
Exonucleasa-l. El contenido completo de cada pocillo se utiliz6 después como moldes para la estrategia de UID
exdgenos descritos anteriormente.

Secuenciacién. La secuenciacién de todas las bibliotecas descritas anteriormente se realizd utilizando un
instrumento lllumina GA IIx segun lo especificado por el fabricante. La longitud total de las lecturas utilizadas para
cada experimento varid de 36 a 73 bases. Se realiz6 identificacion de bases y alineacion de secuencias con la gama
Eland (lllumina). Solo se utilizaron lecturas de alta calidad que cumplian los siguientes criterios para el andlisis
posterior: (i) las primeras 25 bases pasaron el filtro de castidad estandar de lllumina; (ii) cada base en la lectura
tenia una puntuacion de calidad 220; y (iii) < 3 apareamientos erréneos con las secuencias esperadas. Para las
bibliotecas de UID exdgenos, los presentes inventores requirieron, ademas, que los UID tuvieran una puntuacién de
calidad 230. Los presentes inventores observaron una frecuencia relativamente alta de errores en los extremos de
las lecturas en las bibliotecas de UID enddgenos preparados con el protocolo estandar de lllumina, presumiblemente
introducidos durante el cizallamiento o la reparacién de extremos, de modo que las primeras y Ultimas tres bases de
estos marcadores se excluyeron del analisis.

Andlisis Safe-SeqS Las lecturas de alta calidad se agruparon en familias de UID basadas en sus UID endbgenos o

exogenos. Solo se consideraron las familias de UID con dos o0 mas miembros. Tales familias de UID incluyeron la
gran mayoria (= 99%) de las lecturas de secuenciacién. Para asegurar que se utilizaron los mismos datos para el
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analisis convencional y Safe-SeqS, los presentes inventores también excluyeron las familias de UID que contenian
solo un miembro del andlisis convencional. Ademas, solo identificaron una base como "mutante” en el andlisis de
secuenciacion convencional si la misma variante se identific6 en, como minimo, dos miembros de, como minimo,
una familia de UID (es decir, dos mutaciones) al comparar el andlisis convencional con el de Safe-SeqS con UID
exogenos. Para la comparacion con Safe-SeqS con UID enddgenos, los presentes inventores requirieron, como
minimo, dos miembros de cada una de dos familias de UID (es decir, cuatro mutaciones) para identificar una
posicion como "mutante” en el analisis convencional. Con los UID enddgenos o exdgenos, se definié un
supermutante como una familia de UID en la que = 95% de los miembros compartian la mutacién idéntica. Por lo
tanto, las familias de UID con <20 miembros tenia que ser 100% idénticas en la posicidn mutante, mientras que se
permitié el 5% de replicacion y tasa de error de secuenciacion combinadas en las familias de UID con mas
miembros. Para determinar la fidelidad de la polimerasa utilizando Safe-SeqS y para comparar los resultados con
andlisis anteriores de la fidelidad de la polimerasa Phusion, fue necesario darse cuenta de que los andlisis previos
solo detectarian mutaciones presentes en ambas hebras de los productos de PCR (4). Esto seria equivalente a
analizar productos de PCR generados con un ciclo menos con Safe-SeqS vy la correccion apropiada se realizé en la
tabla 2A. A menos que se especifique lo contrario, todos los valores enumerados en el texto y las tablas representan
las medias y las desviaciones estandar.

EJEMPLO 8 — Procesos generadores de errores

Las mutaciones aparentes, definidas como cualquier identificacion de base que varia con respecto a la base
esperada en una posicion definida, pueden ser el resultado de diversos procesos:

1. Mutaciones presentes en el ADN molde. Para los moldes derivadas de células humanas normales, estas incluyen
mutaciones que estaban presentes en el cigoto, se produjeron mas tarde durante el desarrollo embrionario y de los
adultos, o estaban presentes en un contaminante introducido inadvertidamente en la muestra. Se espera que estas
mutaciones estén presentes en ambas hebras de los moldes relevantes. Si la mutacién se produjo solo en el Gltimo
ciclo celular de una célula cuyo ADN se us6 como molde, la mutacién estaria presente en solo una hebra del molde.

2. Bases quimicamente modificadas presentes en los moldes. Se ha estimado que hay muchas miles de bases
oxidadas presentes en cada célula humana (5). Cuando dicho ADN se amplifica mediante la polimerasa Phusion,
puede producirse una mutacion aparente en una hebra.

3. Errores introducidos durante el proceso de corte requerido para generar fragmentos pequefios para la
secuenciacion. El cizallamiento acUstico genera temperaturas elevadas de corta duracién que pueden dafiar el ADN.

4. Errores introducidos durante la reparacion de extremos de los fragmentos cortados. La fuente de estos errores
puede ser la infidelidad de la polimerasa o mediante la incorporacion de bases quimicamente modificadas en los
dNTP utilizados para la polimerizacion.

5. Errores introducidos por otras etapas enzimaticas, particularmente si las enzimas son impuras y estan
contaminadas con nucleasas, polimerasas o ligasas.

6. Errores introducidos durante la amplificacion por PCR para preparar las bibliotecas para la captura o la PCR
inversa.

7. Errores durante la PCR después de la captura o durante la amplificacion por PCR inversa.

8. Errores introducidos en los ciclos de asignacion de UID de Safe-SegS (figura 3).

9. Errores introducidos en los ciclos de amplificacién de la biblioteca de Safe-SeqS realizados con UID exdgenos.
Obsérvese que si los cebadores de asignacion de UID del proceso No. 8 no se eliminan completamente, podrian,
potencialmente, amplificar fragmentos de ADN que contienen errores introducidos durante estos ciclos, creando un
nuevo supermutante.

10. Errores introducidos en el primer ciclo de puente-PCR en la célula de flujo de lllumina. Si la amplificacion es
ineficiente, un error introducido en el segundo ciclo de puente-PCR también podria dar como resultado un grupo que
contiene una mutacion en la mayoria de sus moléculas componentes.

11. Errores en la identificacion de bases.

EJEMPLO 9 — Consecucion de precision con Safe-SeqS

Con los enfoques convencionales de secuenciacion por sintesis, todos los procesos de produccion de errores
descritos anteriormente son relevantes, lo que da como resultado un ndmero relativamente elevado de

identificaciones de mutaciones falsos positivos (tablas 1 y 2). Safe—SeqS minimiza el nimero de identificaciones de
mutaciones falsos positivos de varias maneras. Safe-SeqS con UID exdégenos da como resultado el menor nimero
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de identificaciones de mutaciones falsos positivos porque requiere el menor nimero de etapas enzimaticas. Con UID
exdgenos, los procesos generadores de errores No. 3 a No. 7 se eliminan por completo porque estas etapas no se
realizan. Safe—SegS con UID exdgenos también reduce drasticamente los errores resultantes de los procesos
generadores de errores No. 10 y No. 11 debido a la forma en que se analizan los datos.

Después de Safe-SeqS con UID exdgenos, los Unicos errores falsos positivos que quedan deben ser los
introducidos durante los ciclos de PCR de asignacién de UID (proceso generador de errores No. 8) o cebadores que
contienen UID residuales durante los ciclos de amplificacion de la biblioteca (proceso generador de errores No. 9).
Los errores del proceso generador de errores No. 8 pueden eliminarse teéricamente al requerir, como minimo, dos
supermutantes para identificar una posicion como "mutante." Este requisito es razonable porque cada mutacién
preexistente en un molde de ADN de doble hebra deberia dar lugar a dos supermutantes, uno de cada hebra.
Ademas, este requisito eliminaria el proceso generador de errores No. 2 (bases dafiadas en los moldes originales)
porque dichas bases, cuando se copian, deberian dar lugar a solo un supermutante. Finalmente, los errores
generados durante los ciclos de amplificacion de la biblioteca (proceso No. 9) no se amplificaran con los cebadores
qgue contienen UID residuales si dichos cebadores estan completamente eliminados, tal como se realiza en el
presente documento con exonucleasa-| en exceso.

Con los UID enddgenos, los errores introducidos mediante los procesos No. 10 y No. 11 se reducen drasticamente
debido a la forma en que se analizan los datos (como con los UID exdgenos). Los errores introducidos en los
procesos No. 2 a No. 7 pueden minimizarse requiriendo que se observe una mutacion en, como minimo, dos familias
de UID, por las razones expuestas en el parrafo anterior. Con este requisito, en teoria se deberian identificar pocas
mutaciones falsos positivos.

En la practica, la situacién se complica por el hecho de que las diversas amplificaciones no son perfectas, por lo que
cada hebra de cada molécula molde original no se recupera como una familia de UID. Esta eficiencia puede variar
de una muestra a otra, dependiendo en parte de la concentracidon de inhibidores presentes en muestras clinicas.
Ademas, con UID exdgenos, un error de polimerasa durante la etapa de amplificacién de biblioteca puede crear una
nueva familia de UID que no estaba representada en la etapa de asignacion de UID. Si este error ocurrié en un
molde mutante, se crearia un supermutante artificial adicional.

Estos factores pueden ser manipularse incorporando varios criterios adicionales en los analisis. Por ejemplo, se
podria requerir que las familias de UID contengan mas de dos, cinco o diez miembros. Otro requisito podria ser que
los UID exdgenos de supermutantes no estén relacionados con ningun otro UID en la biblioteca por una diferencia
de una base. Esto eliminaria los supermutantes artificiales generados durante las etapas de amplificacion de la
biblioteca (indicadas en el parrafo anterior). Rutinariamente, los presentes inventores instituyeron este requisito en
sus analisis Safe-SeqS, pero no implicé gran diferencia (<1%) en el nimero de supermutantes identificados. La
especificidad para mutaciones puede incrementarse adicionalmente requiriendo mas de un supermutante para
identificar una posicién como "mutante"”, tal como se ha descrito anteriormente para los UID enddégenos. Cuando se
requieren multiples supermutantes, la especificidad puede aumentarse ain mas exigiendo que cada cadena del
molde de doble hebra original contenga la mutacién o cuando las bibliotecas se amplifiquen utilizando multiples
pocillos, que las mutaciones raras comparten una secuencia introducida que identifica el pocillo en el que se
amplificaron las mutaciones (es decir, una de cada hebra). Tales decisiones implican el intercambio habitual entre
especificidad y sensibilidad. En los experimentos de los presentes inventores con UID exégenos (tabla 2], se requirié
solo un supermutante para identificar una posicion como "mutante” e incluia todas las familias de UID con mas de un
miembro. Como los UID enddgenos se asociaron con mas procesos generadores de errores que con los UID
exogenos, los presentes inventores requirieron dos supermutantes para identificar una posicién como mutante en los
experimentos indicados en la tabla 1 y también incluyd a todas las familias de UID con mas de un miembro.

EJEMPLO 10 — Prevalencias de mutacion en tejidos humano s normales

Los experimentos indicados en las tablas 1 y 2, en los que se evaluaron >10.000 moldes, muestran que las
mutaciones estan presentes en el ADN nuclear de células humanas normales a una frecuencia de 3,5 x 10°a 9,0 x
10° mutantes/pb dependiendo de la region analizada. Es imposible determinar si este nivel bajo representa
mutaciones genuinas presentes en los moldes originales o la suma de mutaciones genuinas mas mutaciones
artifactuales de los procesos generadores de errores descritos anteriormente. Las prevalencias de mutacion en las
células humanas no se han investigado ampliamente, en parte porque son muy infrecuentes. Sin embargo, se han
ideado varias técnicas inteligentes para identificar mutantes raros y, en principio, pueden utilizarse para
comparacion. Por desgracia, las estimaciones de las prevalencias de mutaciones humanas varian ampliamente,
desde incluso 107 mutantes/pb hasta un incluso 10°® mutantes/pb (6-12). En varios de estos estudios, las
estimaciones se complican por la falta de datos sobre la naturaleza de las mutaciones reales, podrian, en algunos
casos, deberse a pérdidas de cromosomas enteros, en otros por mutaciones de sentido erréneo y en otros,
principalmente, por mutaciones sin sentido o pequefias inserciones o deleciones. Ademas, estos estudios utilizaron
diversas fuentes de células normales y examinaron diferentes genes, lo que dificulta las comparaciones directas. Las
estimaciones de las prevalencias y las tasas de mutaciones en el ADN mitocondrial varian de forma similar (13-19).
Sera de interés en futuros trabajos analizar los mismos moldes de ADN y genes con diversas tecnologias para
determinar la base de estas diferentes estimaciones.
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Pero supdngase que todas las mutaciones identificadas con Safe-SeqS representan mutaciones genuinas presentes
en los moldes de ADN originales de células normales. ¢ Qué dice esto acerca del nimero de generaciones a través
de las cuales estas células han procedido desde que se concibid el organismo? Existe una relacion simple entre la
tasa de mutacion y la prevalencia de mutacion: la prevalencia de la mutacion es igual al producto de la tasa de
mutacién y el nimero de generaciones que la célula ha sufrido desde la concepcién. En estudios previos se ha
determinado que la tasa de mutaciones somaticas es ~107° mutantes/pb/generacion, aunque esta estimacion
también varia de un estudio a otro por razones relacionadas con las mencionadas anteriormente con respecto a la
prevalencia de la mutacién. La combinacion de esta estimacién derivada de la literatura de la tasa de mutacion con
las estimaciones de los presentes inventores de la prevalencia de mutacion sugiere que las células normales
analizadas (linfocitos, lineas celulares linfoblastoides o mucosas colénicas) se han desarrollado a través de 3.500 a
8.900 generaciones, representando las células que se dividen cada 3 a 7 dias para los individuos analizados en este
estudio (edad promedio de 65 afios).

EJEMPLO 11 - Simulacion por ordenador de errores introd ucidos por la polimerasa

El momento de las mutaciones introducidas por las polimerasas altera en gran medida el nimero final de mutaciones
observadas (20). Por ejemplo, dos mutaciones diferirian en la prevalencia ~64 veces si se introducen separadas por
6 ciclos (26). Debido a que las polimerasas introducen mutaciones de una manera estocastica, se utilizé un simple
procedimiento de Monte Carlo para las simulaciones. En estas simulaciones, los presentes inventores utilizaron la
estimacion del fabricante de la tasa de error de la polimerasa Phusion con un ajuste apropiado para la capacidad de
Safe-SeqS para detectar mutaciones en una sola hebra (4). Obsérvese que los errores introducidos en el ciclo 19,
asi como en los dos ciclos de asignacion de UID, darian lugar a cambios en solo una hebra del duplex, es decir,
darian lugar a un supermutante en lugar de a dos. En cada experimento, los presentes inventores asumieron que
habia una eficiencia constante de amplificacion dada por el nimero total de moldes obtenidos al final del
experimento (es decir, si el nimero de familias de UID era N, los presentes inventores supusieron que el nimero de
moldes aument6 por un factor de N/2* en cada ciclo). Los presentes inventores ealizaron mil simulaciones para
cada uno de los siete experimentos y los resultados se presentan en la tabla 4.
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CLAUSULAS
1. Un procedimiento para analizar secuencias de acidos nucleicos, que comprende:

unir una secuencia de acido nucleico de identificacion Unica (UID) a un primer extremo de cada uno de una
pluralidad de fragmentos de acido nucleico de analito para formar fragmentos de acido nucleico de analito
identificados de forma Unica;

determinar de forma redundante la secuencia de nucleétidos de un fragmento de acido nucleico de analito
identificado de forma Unica, en la que determinadas secuencias de nucledétidos que comparten una UID forman una
familia de miembros;

identificar una secuencia de nucleétidos que representa con precisién un fragmento de acido nucleico de analito
cuando, como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la secuencia y la secuencia se encuentra en,
como minimo, dos familias.

2. El procedimiento de la clausula 1, en el que antes de la etapa de determinar de forma redundante, se amplifican
los fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma Unica.

3. El procedimiento de la clausula 1, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando el 50% de miembros
de la familia contiene la secuencia.

4. El procedimiento de la clausula 1, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
70% de miembros de la familia contiene la secuencia.

5. El procedimiento de la clausula 1, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
90% de miembros de la familia contiene la secuencia.
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6. El procedimiento de la clausula 1, en el que la secuencia de nucledtidos se identifica cuando el 100% de los
miembros de la familia contiene la secuencia.

7. El procedimiento de la clausula 1, en el que la etapa de unién se realiza mediante reaccion en cadena de la
polimerasa.

8. El procedimiento de la clausula 1, en el que un primer sitio de cebado universal esta unido a un segundo extremo
de cada uno de una pluralidad de fragmentos de acido nucleico de analito.

9. El procedimiento de la clausula 7, en el que, como minimo, se realizan dos ciclos de reaccién en cadena de la
polimerasa, de manera que una familia se forma de fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma
Unica que tienen un UID en el primer extremo y un primer sitio de cebado universal en un segundo extremo.

10. El procedimiento de la clausula 1, en el que el UID esta unido covalentemente a un segundo sitio de cebado
universal.

11. El procedimiento de la clausula 8, en el que el UID esta unido covalentemente a un segundo sitio de cebado
universal.

12. El procedimiento de la clausula 11, en el que antes de la etapa de determinar de forma redundante, los
fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma Unica se amplifican utilizando un par de cebadores
que son complementarios del primer y segundo sitios de cebado universal, respectivamente.

13. El procedimiento de la clausula 10, en el que el UID esta unido al extremo 5' de un fragmento de acido nucleico
de analito y el segundo sitio de cebado universal esta en 5' del UID.

14. El procedimiento de la clausula 10, en el que el UID esta unido al extremo 3' de un fragmento de acido nucleico
de analito y el segundo sitio de cebado universal esta en 3' del UID.

15. El procedimiento de la clausula 1, en el que los fragmentos de acido nucleico de analito se forman aplicando una
fuerza de cizallamiento al acido nucleico de analito.

16. El procedimiento de la clausula 7, en el que antes de la etapa de determinar de forma redundante, los
fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma Unica se someten a amplificacién y en el que antes
de dicha amplificacién se utiliza una exonucleasa especifica de una sola hebra para digerir los cebadores en exceso
utilizados para unir el UID a los fragmentos de acido nucleico de analito.

17. El procedimiento de la clausula 16, en el que antes de la etapa de determinar de forma redundante, los
fragmentos de acido nucleico de analito identificados de manera Unica estan sujetos a amplificacion, y en el que
antes de dicha amplificacidn, la exonucleasa especifica de hebra Unica es inactivada, inhibida o eliminada.

18. El procedimiento de la clausula 17, en el que la exonucleasa especifica de hebra Unica se inactiva mediante
tratamiento térmico.

19. El procedimiento de la clausula 16, en el que los cebadores utilizados en dicha amplificacion comprenden una o
mas modificaciones quimicas que los hacen resistentes a las exonucleasas.

20. El procedimiento de la clausula 16, en el que los cebadores utilizados en dicha amplificaciéon comprenden uno o
mas enlaces fosforotioato.

21. El procedimiento para analizar secuencias de acidos nucleicos, que comprende:

unir una secuencia identificadora tnica (UID) a un primer extremo de cada uno de una pluralidad de fragmentos de
ADN de analito utilizando, como minimo, dos ciclos de amplificacién con un primer y segundo cebadores para formar
fragmentos de ADN de analito identificados de forma Gnica, en los que los UID estan en exceso de los fragmentos
de ADN de analito durante la amplificacion, en el que los primeros cebadores comprenden:

= un primer segmento complementario a un amplicon deseado;

= un segundo segmento que contiene el UID;

= un tercer segmento que contiene un sitio de cebado universal para su posterior amplificacion; y en el que los
segundos cebadores comprenden un sitio de cebado universal para su posterior amplificacién; en el que cada ciclo
de amplificacion une un sitio de cebado universal a una hebra;

amplificar los fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica para formar una familia de fragmentos de
ADN de analito identificados de forma Unica a partir de cada fragmento de ADN de analito identificado de forma
Unica; y
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determinar la secuencia de nucleétidos de una pluralidad de miembros de una familia.
22. El procedimiento de la clausula 21, en el que los segundos cebadores comprenden cada uno un UID.
23. El procedimiento de la clausula 21, que comprende, ademas, las etapas de:

comparar secuencias de una familia de fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica; e

identificar una secuencia de nucleétidos que representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando,
como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la secuencia y esta presente en, como minimo, dos
familias.

24. El procedimiento de la clausula 2, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
5% de miembros de la familia contiene la secuencia.

25. El procedimiento de la clausula 23, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
25% de miembros de la familia contiene la secuencia.

26. El procedimiento de la clausula 23, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
50% de miembros de la familia contiene la secuencia.

27. El procedimiento de la clausula 2, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
70% de miembros de la familia contiene la secuencia.

28. El procedimiento de la clausula 23, en el que la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el
90% de miembros de la familia contiene la secuencia.

29. El procedimiento de la clausula 21, en el que los UID son de 2 a 4.000 bases, ambas cifras incluidas.

30. El procedimiento de la la clausula 21, en el que antes de la etapa de amplificacion de los fragmentos de ADN de
analito identificados de forma Unica, se utiliza una exonucleasa especifica de una sola hebra para digerir los
cebadores en exceso utilizados para unir el UID a los fragmentos de ADN de analito.

31. Procedimiento de la clausula 30, en el que antes de la etapa de amplificacion, la exonucleasa especifica de una
sola hebra se inactiva, inhibe o elimina.

32. El procedimiento de la clausula 31, en el que la exonucleasa especifica de hebra Unica se inactiva mediante
tratamiento térmico.

33. El procedimiento de la clausula 30, en el que los cebadores utilizados en la etapa de amplificacion comprenden
uno o mas enlaces fosforotioato.

34. Un procedimiento para analizar ADN utilizando secuencias identificadoras Unicas (UID) enddgenas, que
comprende:

unir oligonucledtidos adaptadores a extremos de fragmentos de ADN de analito de entre 30 y 2.000 bases, ambas
incluidas, para formar fragmentos adaptados, en los que cada extremo de un fragmento antes de dicha unién es un
UID endégeno para el fragmento;

amplificar los fragmentos adaptados utilizando cebadores complementarios a los oligonucleétidos adaptadores para
formar familias de fragmentos adaptados;

determinar la secuencia de nucledtidos de una pluralidad de miembros de una familia; comparar secuencias de
nucleétidos de la pluralidad de miembros de la familia; e

identificar una secuencia de nucleétidos que representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando,
como minimo, el 50 4% de los miembros de la familia contiene la secuencia y la secuencia se encuentra en, como
minimo, dos familias.

35. El procedimiento de la clausula 34, que comprende ademas:

enriquecer para fragmentos que representan uno o mas genes seleccionados mediante la captura de un subconjunto
de los fragmentos utilizando oligonucleétidos de captura complementarios a genes seleccionados en el ADN de
analito.

36. El procedimiento de la clausula 34, que comprende ademas:

enriquecer para fragmentos que representan uno o mas genes seleccionados mediante amplificacion de fragmentos
complementarios a genes seleccionados.
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37. El procedimiento de la clausula 35 6 36, en el que la etapa de union es anterior a la etapa de enriquecimiento.
38. Procedimiento de la clausula 34, en el que los fragmentos se forman mediante cizallamiento.

39. Una poblacién de pares de cebadores, en la que cada par comprende un primer y segundo cebadores para
amplificar e identificar un gen o parte de gen, en la que:

= el primer cebador comprende una primera parte de 10-100 nucleétidos complementarios al gen o parte del gen'y
una segunda parte de 10 a 100 nucleétidos que comprende un sitio para la hibridaciéon con un tercer cebador;

= el segundo cebador comprende una primera parte de 10-100 nucleétidos complementarios a la parte del gen o
del gen y una segunda parte de 10 a 100 nucledtidos que comprende un sitio para la hibridacion con un cuarto
cebador, en el que interpuesta entre la primera parte y la segunda parte del segundo cebador hay una tercera parte
gue consiste en de 2 a 4.000 nucleétidos que forman un identificador Gnico (UID):

= en el que los identificadores Unicos en la poblacion tienen, como minimo, 4 secuencias diferentes, en el que el
primer y segundo cebadores son complementarios u opuestos a las hebras del gen o parte génica.

40. El procedimiento de la clausula 39, en el que el primer cebador comprende, ademas, un identificador Unico
(UID).

41. La poblacién de la clausula 39, en la que los identificadores Gnicos en la poblacion tienen, como minimo, como
minimo, 16, como minimo, 64, como minimo, 256, como minimo, 1.024, como minimo, 4.096, como minimo, 16.384,
como minimo, 65.536, como minimo, 262.144, como minimo, 1.048.576, como minimo, 4.194.304, como minimo,
16.777.216, o, como minimo, 67.108.864 secuencias diferentes.

42. Un kit que comprende la poblacion de cebadores de la clausula 39 y el tercer y cuarto cebadores
complementarios a las segundas partes de cada uno del primer y segundo cebadores.

43. La poblacion de la clausula 39, en la que el UID comprende secuencias seleccionadas aleatoriamente.
44. La poblacion de la clausula 39, en la que el UID comprende secuencias de nucleétidos predefinidos.

45. La poblacion de la clausula 39, en la que el UID comprende tanto secuencias seleccionadas aleatoriamente
como nucledtidos predefinidos.

46. El procedimiento de la clausula 2, 21 6 34 6, en el que antes de la amplificacién, el ADN de analito se trata con
bisulfito para convertir bases de citosina no metiladas en uracilo.

47. El procedimiento de la clausula 1, 21 6 34 que comprende, ademas, la etapa de comparar el nimero de familias
gue representan un primer fragmento de ADN de analito con el nimero de familias que representan un segundo
fragmento de ADN de analito para determinar una concentracion relativa de un primer fragmento de ADN de analito
a un segundo fragmento de ADN de analito en la pluralidad de fragmentos de ADN de analito.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Vogelstein, Bert

Kinzler, Kenneth W.

Papadopoulos, Nickolas

Kinde, Isaac

<120> Sistema de secuenciacion segura

<130>001107,00873

<160> 81

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210>1

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400>1
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gatcggaaga gcggttcage aggaatgceg ag 32

<210>2

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 2
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct 33

<210> 3

<211> 62

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 3

aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca cactctttcc ctacacgacg ctetteegat
ct

<210>4

<211>57

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 4
caagcagaag acggcatacg agatctcggc attcctgctg aaccgctctt ccgatct 57

<210>5

<211> 62

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 5

aatgatacgyg cgaccaccga gatctacaca cactctttcc ctacacgacg ctettecgat
ct

<210>6

<211>57

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 6
caagcagaag acggcatacg agatctcggc attcctgctg aaccgctctt ccgatct 57

<210>7

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400>7
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct

<210>8

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 8
ctcggcattc ctgctgaacc getettcega tet

<210>9

<211> 32

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400>9
gatcggaaga gcggttcage aggaatgcceg ag

<210>10

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 10
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct

<210> 11

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 11
cgtgatacac tctttcccta cacgacgcte ttccgatct

<210> 12

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 12
acatcgacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210>13

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 13
gcctaaacac tctttcccta cacgacgctce ttccgatct

<210> 14

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 14
tggtcaacac tctttcccta cacgacgcte ttccgatct

<210> 15

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 15
cactgtacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210> 16

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 16
attggcacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210> 17

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 17
gatctgacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210> 18

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 18
tcaagtacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210>19

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 625288 T3
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<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 19
ctgatcacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210> 20

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 20
aagctaacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210>21

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 21
gtagccacac tctttcecta cacgacgctc ttccgatct

<210> 22

<211> 39

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 22
tacaagacac tctttcccta cacgacgctc ttccgatct

<210> 23

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 23
ctcggcattc ctgctgaacc getettcega tet

<210> 24

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 24

ES 2 625288 T3
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aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc agcaggcctt ataataaaaa taatga

<210> 25

<211>51

<212>ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 25

ES 2 625288 T3

caagcagaag acggcatacg agattgactg aatataaact tgtggtagtt g 51

<210> 26

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 26
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct

<210> 27

<211> 33

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 27
ctcggcattc ctgctgaacce getettcega tet

<210> 28

<211>29

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 28
cggaagagcg tcgtgtaggg aaagagtgt

<210> 29

<211> 29

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 29
cggaagagcg gttcagcagg aatgccgag

<210> 30

<211>23

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 30
ggttacaggc tcatgatgta acc 23

<210> 31

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 31
gataccagct tggtaatggc a 21

<210> 32

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebadores y adaptadores
<221> misc_feature

<222> (1)...(56)
<223>n=A,T,CoG

<400> 32
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnggttaca ggctcatgat gtaacc

<210> 33

<211> 46

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 33
cacacaggaa acagctatga ccatggatac cagcttggta atggca 46

<210> 34

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 34
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc gtgatcgacg taaaacgacg gccagt

<210> 35

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 35
aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca catcgcgacy taaaacgacg gccagt

<210> 36

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 36
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacg cctaacgacg taaaacgacg gccagt

<210> 37
<211> 56
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<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 37
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ggtcacgacg taaaacgacg gccagt

<210> 38

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 38
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc actgtcgacg taaaacgacg gccagt

<210> 39

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 39
aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca ttggccgacg taaaacgacg gccagt

<210> 40

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 40
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacg atctgcgacg taaaacgacg gccagt

<210>41

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 41
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact caagtcgacg taaaacgacg gccagt

<210> 42

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 42
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc tgatccgacg taaaacgacg gccagt

<210>43
<211> 56
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<212>ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 43
aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca agctacgacg taaaacgacg gecagt

<210> 44

<211> 49

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 44
caagcagaag acggcatacg agatcacaca ggaaacagct atgaccatg 49

<210> 45

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 45
cgacgtaaaa cgacggccag t 21

<210> 46

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 46
actggccgte gttttacgte g 21

<210> 47

<211>58

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebadores y adaptadores
<221> misc_feature

<222> (1)...(58)
<223>n=A,T,CoG

<400> 47
cgacgtaaaa cgacggccag thnnnnnnnn nnnnngcagc aacagtctta cctggact

<210> 48

<211>48

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 48
cacacaggaa acagctatga ccatgtccac atcctcttcc tcaggatt 48
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<210> 49

<211>50

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 49

aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc gacgtaaaac gacggccagt 50

<210>50

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 50
caagcagaag acggcatacg agatatcacg cacacaggaa acagctatga ccatg

<210>51

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 51
caagcagaag acggcatacg agatcgatgt cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 52

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 52
caagcagaag acggcatacg agattgacca cacacaggaa acagctatga ccatg

<210>53

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 53
caagcagaag acggcatacg agatgccaat cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 54

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 54
caagcagaag acggcatacg agatcagatc cacacaggaa acagctatga ccatg
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<210> 55

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 55
caagcagaag acggcatacg agatacttga cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 56

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 56
caagcagaag acggcatacg agatgatcag cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 57

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 57
caagcagaag acggcatacy agattagctt cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 58

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 58
caagcagaag acggcatacg agatggctac cacacaggaa acagctatga ccatg

<210>59

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 59
caagcagaag acggcatacg agatcttgta cacacaggaa acagctatga ccatg

<210> 60

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 60
cgacgtaaaa cgacggccag t 21
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<210>61

<211> 25

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 61
catggtcata gctgtttcct gtgtg 25

<210> 62

<211>57

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebadores y adaptadores
<221> misc_feature

<222> (1)...(57)
<223>n=A,T,CoG

<400> 62
cgacgtaaaa cgacggccag tnnnnnnnnn nnnnnttacc gagaaagctc acaagaa

<210> 63

<211> 45

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 63
cacacaggaa acagctatga ccatgatgct aaggcgagga tgaaa 45

<210> 64

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 64
aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca catcgcgacg taaaacgacg gccagt

<210> 65

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 65
aatgatacgg egaccaccga gatctacacg cctaacgacg taaaacgacg gecagt

<210> 66

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores
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<400> 66
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ggtcacgacg taaaacgacg gccagt

<210> 67

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 67
aatgatacgg cgaccaccga gatctacaca ttggccgacg taaaacgacg gccagt

<210> 68

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 68
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacg atctgcgacg taaaacgacg gccagt

<210> 69

<211> 56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 69
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact caagtcgacg taaaacgacg gccagt

<210>70

<211>56

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 70
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc tgatccgacg taaaacgacg gccagt

<210>71

<211>49

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 71
caagcagaag acggcatacg agatcacaca ggaaacagct atgaccatg 49

<210>72

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores
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<400> 72
cgacgtaaaa cgacggccag t 21

<210>73

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 73
cctaattccc cccatcctta ¢ 21

<210> 74

<211>21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 74
actggccgte gttttacgte g 21

<210> 75

<211>77

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 75

ggttacagge tcatgatgta acctctgtgt cttggtgtaa ctttaaaaca tatttttgcece 60
attaccaage tggtatce 77

<210> 76

<211>77

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 76

ggttacagge tcatgatgta acctetgtgt cttggtgsaa ctttaaaaca tatttttgee 60
attaccaage tggtate 11

<210> 77

<211>55

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebadores y adaptadores
<221> misc_feature

<222> (1)...(55)
<223>n=A,T,CoG

<400> 77
acactctttc cctacacgac gctcnnnnnn nnnnnnggtg agtctgtgca ggcat 55
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<210>78

<211> 45

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 78
ctcgagcact gtcctgactg agacgatacc agcttggtaa tggca 45

<210>79

<211>59

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 79
aatgatacgg cgaccaccga gatctacacc gtgatacact ctttccctac acgacgctc

<210> 80

<211>48

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 80
caagcagaag acggcatacg agatctcgag cactgtcctg actgagac 48

<210>81

<211>24

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebadores y adaptadores

<400> 81
acactctttc cctacacgac gctc 24
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para identificar mutaciones por sustitucion, insercion y delecion de una sola base en un fragmento
de acido nucleico de analito, que comprende:

unir una secuencia de acido nucleico de identificacion Unica (UID) a un primer extremo de cada uno de una
pluralidad de fragmentos de &cido nucleico de analito para formar fragmentos de acido nucleico de analito
identificados de forma Unica;

determinar de forma redundante la secuencia de nucleétidos de un fragmento de acido nucleico de analito
identificado de forma Unica, en la que determinadas secuencias de nucledétidos que comparten una UID forman una
familia de miembros;

identificar una secuencia de nucledtidos que representa con precision un fragmento de acido nucleico de analito
cuando, como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la secuencia y la secuencia se encuentra en,
como minimo, dos familias; e

identificar una mutacion de sustitucién, insercion o delecién de una sola base en el fragmento de acido nucleico de
analito cuando la secuencia de nucleétidos que representa con precision el fragmento de acido nucleico de analito
es diferente de una secuencia esperada en una sustitucién, insercion o deleciéon de una sola base en el fragmento
de &cido nucleico de analito.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que:

(1) antes de la etapa de determinacion de forma redundante, se amplifican los fragmentos de acido nucleico de
analito identificados de forma Unica y en el que, opcionalmente, antes de la amplificacion, el ADN de analito se trata
con hisulfito para convertir bases de citosina no metilada en uracilo;

(2) la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el 70% de miembros de la familia contiene la
secuencia;

(3) la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el 90% de miembros de la familia contiene la
secuencia;

(4) la secuencia de nucledtidos se identifica cuando el 100% de miembros de la familia contiene la secuencia; o

(5) los fragmentos de acido nucleico de analito se forman aplicando una fuerza de cizallamiento al acido nucleico de
analito.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de unién se realiza mediante reaccién en cadena de
la polimerasa.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que un primer sitio de cebado universal esta unido a un segundo
extremo de cada uno de una pluralidad de fragmentos de acido nucleico de analito, en el que, opcionalmente, el UID
esta unido covalentemente a un segundo sitio de cebado universal y, preferentemente, en el que antes de la etapa
de determinacion de forma redundante, los fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma Unica se
amplifican utilizando un par de cebadores que son complementarios del primer y segundo sitios de cebado universal,
respectivamente.

5. Procedimiento, segun la reivindicacién 3, en el que, como mimo, se realizan dos ciclos de reaccion en cadena de
la polimerasa, de manera que una familia se forma de fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma
Unica que tienen un UID en el primer extremo y un primer sitio de cebado universal en un segundo extremo.

6. procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el UID esta unido covalentemente a un segundo sitio de
cebado universal, en el que, opcionalmente:

(1) el UID esta unido al extremo 5' de un fragmento de acido nucleico de analito y el segundo sitio de cebado
universal estd en 5' del UID; o

(2) el UID esta unido al extremo 3' de un fragmento de acido nucleico de analito y el segundo sitio de cebado
universal esta en 3' del UID.

7. Procedimiento, segln la reivindicacién 3, en el que antes de la etapa de determinar de forma redundante, los
fragmentos de acido nucleico de analito identificados de forma Unica se someten a amplificacion y en el que antes
de dicha amplificacién se utiliza una exonucleasa especifica de una sola hebra para digerir los cebadores en exceso
utilizados para unir el UID a los fragmentos de &acido nucleico de analito, en el que, opcionalmente:

(1) antes de la etapa de determinacién de forma redundante, los fragmentos de acido nucleico de analito
identificados de manera Unica estan sujetos a amplificacion, y en el que antes de dicha amplificacion, la exonucleasa
especifica de hebra Unica se inactiva, inhibe o elimina, en el que, preferentemente, la exonucleasa especifica de
hebra Unica se inactiva mediante tratamiento térmico;

(2) los cebadores utilizados en dicha amplificacion comprenden una o mas modificaciones quimicas que los
convierten en resistentes a las exonucleasas; o
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(3) los cebadores utilizados en dicha amplificaci6n comprenden uno o mas enlaces fosforotioato.

8. Procedimiento para identificar mutaciones por sustitucion, insercién y deleciéon de una sola base en un fragmento
de acido nucleico de analito, que comprende:

unir una secuencia identificadora tnica (UID) a un primer extremo de cada uno de una pluralidad de fragmentos de
ADN de analito utilizando, como minimo, dos ciclos de amplificacion con primer y segundo cebadores para formar
fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica, en los que los UID estan en exceso de los fragmentos
de ADN de analito durante la amplificacién, en el que los primeros cebadores comprenden:

. un primer segmento complementario a un amplicén deseado;
. un segundo segmento que contiene el UID;
. un tercer segmento que contiene un sitio de cebado universal para la posterior amplificacion;

y en el que los segundos cebadores comprenden un sitio de cebado universal para su posterior amplificacion; en el
que cada ciclo de amplificacién une un sitio de cebado universal a una hebra;

amplificar los fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica para formar una familia de fragmentos de
ADN de analito identificados de forma Unica a partir de cada fragmento de ADN de analito identificado de forma
Unica; y

determinar secuencias de nucleétidos de una pluralidad de miembros de la familia, comprendiendo, ademas, el
procedimiento las etapas de:

comparar secuencias de una familia de fragmentos de ADN de analito identificados de forma Unica;

identificar una secuencia de nucleétidos que representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando,
como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la secuencia y la secuencia se encuentra en, como
minimo, dos familias; e

identificar una mutacién de sustitucién, insercion o delecién de una sola base en el fragmento de acido nucleico de
analito cuando la secuencia de nucle6tidos que representa con precision el fragmento de acido nucleico de analito
es diferente de la secuencia esperada en una sustitucion, insercion o deleciéon de una sola base en el fragmento de
acido nucleico de analito, en el que, opcionalmente:

(1) la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el 70% de miembros de la familia contiene la
secuencia; 0

(2) la secuencia de nucleétidos se identifica cuando, como minimo, el 90% de miembros de la familia contiene la
secuencia.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que:

(1) los segundos cebadores comprenden cada uno un UID; o
(2) Los UID tienen de 2 a 4.000 bases, ambas cifras incluidas.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que antes de la etapa de amplificacién de los fragmentos de ADN
de analito identificados de forma Unica, se utiliza una exonucleasa especifica de una sola hebra para digerir los
cebadores en exceso utilizados para unir el UID a los fragmentos de ADN de analito, en el que, opcionalmente:

(1) antes de la etapa de amplificacion, la exonucleasa especifica de hebra Unica se inactiva, inhibe o elimina, en el
que, preferentemente, la exonucleasa especifica de hebra Unica se inactiva mediante tratamiento térmico; o
(2) los cebadores utilizados en la etapa de amplificacion comprenden uno o mas enlaces fosforotioato.

11. Procedimiento para identificar mutaciones por sustitucion, insercién y delecién de una sola base en un fragmento
de acido nucleico de analito utilizando secuencias de identificacion Unica (UID) enddégenas, que comprende:

unir oligonucledtidos adaptadores a extremos de fragmentos de ADN de analito de entre 30 y 2.000 bases, ambas
incluidas, para formar fragmentos adaptados, en los que cada extremo de un fragmento antes de dicha unién es un
UID endégeno para el fragmento;

amplificar los fragmentos adaptados utilizando cebadores complementarios a los oligonucleétidos adaptadores para
formar familias de fragmentos adaptados;

determinar la secuencia de nucleétidos de una pluralidad de miembros de una familia.

comparar las secuencia de nucleétidos de la pluralidad de miembros de una familia;

identificar una secuencia de nucleétidos que representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando,
como minimo, el 50% de los miembros de la familia contiene la secuencia y la secuencia se encuentra en, como
minimo, dos familias; e

identificar una mutacion de sustitucién, insercion o delecién de una sola base en el fragmento de acido nucleico de
analito cuando la secuencia de nucle6tidos que representa con precision el fragmento de acido nucleico de analito
es diferente de la secuencia esperada en una sustitucién, insercion o deleciéon de una sola base en el fragmento de
acido nucleico de analito.
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12. Procedimiento, segun la reivindicacién 11, en el que:

(1) el procedimiento comprende, ademas, el enriquecimiento de fragmentos que representan uno o mas genes
seleccionados mediante la captura de un subconjunto de los fragmentos utilizando oligonuclettidos de captura
complementarios a genes seleccionados en el ADN de analito y en el que, opcionalmente, la etapa de unién es
anterior a la etapa de enriquecimiento;

(2) el procedimiento comprende, ademas, el enriquecimiento de fragmentos que representan uno 0 mas genes
seleccionados por medio de amplificacién de fragmentos complementarios a genes seleccionados y, en el que,
opcionalmente, la etapa de union es anterior a la etapa de enriquecimiento;

(3) los fragmentos se forman mediante cizallamiento; o

(4) se identifica una secuencia de nucledtidos que representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando,
como minimo, el 70% de los miembros de la familia contiene la secuencia.

13. Procedimiento, seguln la reivindicacion 8 u 11, en el que antes de la amplificacion, el ADN de analito se trata con
bisulfito para convertir bases de citosina no metilada en uracilo.

14. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, 8 u 11 que comprende, ademas, la etapa de comparar el numero de
familias que representan un primer fragmento de ADN de analito con el numero de familias que representan un
segundo fragmento de ADN de analito para determinar una concentracion relativa de un primer fragmento de ADN
de analito a un segundo analito fragmento de ADN en la pluralidad de fragmentos de ADN de analito.

15. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 1, 8 u 11, en el que se identifica que una secuencia de nucle6tidos
representa con precision un fragmento de ADN de analito cuando

(a) la secuencia esta presente en solo una de dos hebras del fragmento de ADN de analito; o

(b) la secuencia esta presente en las dos hebras del fragmento de ADN de analito.
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CICLO No. 1 DE LA ASIGNACION DE UID
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