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DESCRIPCION
Métodos para determinar repeticiones de secuencias de nucleétidos
Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere a métodos para determinar el numero de nucledtidos en tramos de
homonucleétidos.

La presente invencion se refiere al campo de los denominados métodos de secuenciacion de proxima generacion.
Antecedentes de la invencion

El ADN (acido desoxirribonucleico) es el portador universal de la informacion genética. EI ADN es una hélice
entrelazada de dos cadenas poliméricas, cada cadena constituida por unidades de nucleétido unidas a un esqueleto
de azucares de desoxirribosa y grupos fosfato unidos por enlaces éster. Estas dos cadenas discurren en direcciones
opuestas, anti-paralelas. Cada cadena de ADN esta constituida por 4 nucleétidos A, C, Gy T, en un orden especifico
para esa molécula de ADN. Es la secuencia de estas cuatro bases a lo largo del esqueleto la que codifica la
informacion genética.

Las dos cadenas de ADN tienen una naturaleza complementaria. Un nucleétido A forma un par de bases con un
nucledtido T en la cadena opuesta, y viceversa; un nucleétido G forma un par de bases con un nucleétido C en la
cadena opuesta, y viceversa.

En células eucariotas, el ADN se transcribe a ARN (acido ribonucleico). Las moléculas de ARN son bastante
similares a las moléculas de ADN, las cadenas individuales de los nucledtidos estan unidas a un esqueleto de
azucares de ribosa y fosfato. Existen diferentes tipos de moléculas de ARN dependiendo de su funcion. Las
moléculas de ARNm se usan por organismos celulares para transportar la informacion genética codificada por el
ADN para dirigir la sintesis de proteinas. En algunos virus, el ARN se usa incluso como el cédigo genético en lugar
del ADN.

El ADN puede replicarse por las ADN polimerasas. Una ADN polimerasa solo puede extender una cadena de ADN
existente emparejada con una cadena molde. No puede iniciar la sintesis de una nueva cadena como tal. Para
comenzar la sintesis, se debe crear un fragmento corto de ADN, un oligonucleétido o molécula de ARN, llamado
cebador, y emparejarse con la cadena de ADN molde.

La ADN polimerasa sintetiza una nueva cadena de ADN extendiendo el extremo 3’ de una cadena de nucleétidos
existente, adicionando nuevos nucleétidos a la cadena molde de uno en uno a través de la creacion de enlaces
fosfodiéster. Los bloques de construccion entrantes son los nucleétidos trifosfato (ANTPs: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP). El oxigeno del extremo 3’-hidroxilo de la cadena de ADN en crecimiento realiza un ataque nucledfilo sobre el
fosfato alfa (el mas cercano al azucar) del dNTP. El resultado es que el ANMP (desoxirribonucledsido monofosfato, o
nucledétido) queda unido covalentemente al carbono 3’ del azdcar en el extremo de la cadena de ADN, alargando asi
la cadena por un nucleétido. Por otra parte, se libera pirofosfato y un proton (Figura 1). A continuacion, el proceso se
repite.

Existe un enorme interés en la determinacién de la informacion genética del ADN, como el nucledtido que se
encuentra en una posicion dada, el orden de secuencia que se encuentra en un determinado locus/loci en el
genoma, o incluso el genoma completo. Incluso se puede secuenciar el ARN cuando se convierte primero en cDNA.
La informacion genética se determina mediante tecnologias de secuenciacidon, como secuenciacion de Maxim-
Gilbert, secuenciacion de Sanger y derivados de las mismas, pirosecuenciacion en paralelo (Roche 454 Life
Sciences), secuenciacion reversible basada en terminador por sintesis (lllumina), Secuenciaciéon por Ligacion y
Deteccion de Oligonucledtidos (SOLID) (Life Technologies), Secuenciacion de 16n Semiconductor (lon Torrent, Life
Technologies), secuenciacién de Unica Molécula a Tiempo Real (SMRT) basada en propiedades de guias de ondas
en modo cero (Pacific Biosciences), sensores de nanoporos (Oxford Nanopore Technologies), etc. Dependiendo de
la sensibilidad de muchas tecnologias de secuenciacién, se secuencian grupos (clones) de moléculas de ADN
idénticas en paralelo. La secuenciacion de las cadenas de ADN individuales en paralelo solo es posible mediante
secuenciacion de Unica Molécula a Tiempo Real y sensores de nanoporos. En la mayoria de las tecnologias de
secuenciacion, se desnaturaliza una molécula de ADN de doble cadena y se secuencia entonces una de estas
moléculas de ADN de cadena sencilla. En esencia, esta cadena de ADN solo se usa como molde en una reacciéon
de secuenciacion para la sintesis de una segunda cadena de ADN complementaria, en base a la naturaleza
complementaria del ADN. Se puede sintetizar una nueva cadena de ADN cuando un oligonucleétido se une al ADN
molde. Este oligonucleétido es un cebador para la extension adicional de una nueva cadena de ADN en crecimiento
por incorporacion de nucledtidos segun el principio de complementariedad. Tales oligonucledtidos son normalmente
aproximadamente 10-25 nucledtidos de longitud y se pueden sintetizar facilmente. Mediante monitorizacion de la
sintesis de esta nueva cadena de ADN, es decir, se puede determinar el orden en el que se incorporan los
nucleétidos en la nueva cadena de ADN, la secuencia de ADN de esa cadena. Dada la naturaleza complementaria
de las dos cadenas de ADN, entonces se puede conocer también la secuencia de la otra cadena de ADN original.
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A pesar del progreso en las técnicas de secuenciacion, no se puede determinar con precision la secuencia del
numero de nucledtidos en tramos de homonucledtidos con ciertas tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion. Por ejemplo, la pirosecuenciacion se inventd en la década de los noventa, la secuenciacion altamente
en paralelo se introdujo en 2005, mientras que la secuenciacion de 16n Semiconductor se introdujo solo en 2009. La
dificultad encontrada de denominacion inexacta de tramos de homonucleétidos ya se conoce desde hace casi dos
décadas.

Resumen de la invencion

En esta invencion, la longitud de los tramos mas largos de homonucleétidos se reduce a una serie de partes de
nucledtidos mas cortos; o bien ambas partes son tramos de nucleétidos mas cortos, o una parte es un tramo de
nucledtidos mas corto y la segunda parte es solo de 1 nucleétido de largo. Por ejemplo, cuando un tramo de 8
residuos T se modifica en la séptima posicion, el tramo de nucleétidos mas corto anteriormente indicado contiene 6
nucledtidos T y la T en la posicion octava representa la mencionada “segunda parte de solamente 1 nucledtido de
largo” anterior. Ambas partes de nucledtidos mas cortas se pueden determinar con mas precision, y el analisis
combinado preciso de la parte mas pequefia permite la determinacién mas precisa de la longitud del tramo de
homonucleétidos original mas largo.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a métodos de generar una o mas copias de una molécula de
polinucleétido objetivo, o parte del mismo, como se define en la reivindicacién 1, que contiene una repeticion de
nucleétidos idénticos. Estos métodos comprenden las etapas de:

- alterar un nucleétido en esta repeticién de nucleétidos idénticos, o

- alterar diferentes nucleétidos individuales separados a intervalos en dicha repeticiéon de nucleétidos idénticos en
otro nucleétido,

con el fin de dividir dicha repeticion de nucleétidos idénticos en dos o mas partes alteradas mas pequenas de
nucledtidos idénticos en las moléculas copia, en donde se usa un oligonucledétido para este fin que se extiende en la
repeticion no alterada de nucleétidos idénticos, ya sea hasta el final de la repeticion no alterada de los nucleétidos
idénticos o no, y en donde dicho oligonucledtido cebador no es 100% complementario con la secuencia repetida en
la secuencia objetivo.

En otras palabras, como se ilustra en la figura 4, el cebador que se usa hibrida con una parte del tramo de
homonucleétidos en la molécula objetivo, pero no hibrida completamente con el tramo de homonucleédtidos en la
molécula objetivo. Dentro de la porcion del oligonucledtido cebador que hibrida con el tramo de homonucleétidos en
la molécula objetivo, se incorpora al menos una discordancia, en comparacion con el tramo de homonucleétidos en
la molécula objetivo.

El polinucleotido es ADN. En estos métodos, las partes alteradas mas pequefias de nucleétidos idénticos se generan
a través del uso de un cebador en una reaccion enzimatica, como sintesis, ligacion y/o amplificacion de ADN.

En estos métodos, un nucleétido en la repeticién de los nucleétidos idénticos complementarios del cebador se
sustituye por otro tipo de nucledtido de manera que la repeticién no alterada de un numero consecutivo de
nucleétidos idénticos se divide en dos partes alteradas mas cortas de estos nucleétidos idénticos interrumpidas por
el tipo de nucledtido sustituido.

En ciertas realizaciones de estos métodos la parte de nucleétidos idénticos en el extremo 3’ del cebador es mas
corta que la parte de nucledtidos idénticos en el extremo 5’ del cebador.

En ciertas realizaciones de estos métodos, se sustituyen varios nucleétidos individuales en el cebador en la
repeticion de nucleotidos idénticos complementarios a intervalos regulares, de modo que todas las partes mas cortas
de nucledtidos idénticos no superan una longitud dada, por ejemplo, no mas de 5, 6 o 7 nucleétidos.

En otras realizaciones de estos métodos la parte mas corta obtenida de nucledtidos idénticos no es mas de 4-6
nucledtidos.

En realizaciones particulares, el cebador contiene ademas en el extremo 5’ uno o mas nucleétidos adaptadores que
no son complementarios con la secuencia objetivo. Estos nucleétidos adaptadores se pueden usar para
discriminarlos de otro tipo de fragmentos y/o para el procesamiento posterior como amplificacion, secuenciacion,
inclusién de secuencias de cddigos de barras.

En ciertas realizaciones de estos métodos se combinan diferentes reacciones de sintesis/ligacion/amplificacion de
ADN del mismo tipo, o de diferentes tipos, en un formato (tipo) multiplex.

Como se define en la reivindicacion 13, un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar
el numero de nucledétidos en una repeticion de nucleétidos de una molécula de ADN molde en la que se determina la
secuencia de una molécula de ADN copiada mediante secuenciacién, y que usa el conocimiento previo de los
nucledtidos alterados y las posiciones generadas en las moléculas copia como se describe en los métodos citados
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anteriormente del primer aspecto, que comprende la etapa de contaje del nimero de nucledtidos idénticos en las
partes mas pequefias generadas y de nucledtidos sustituidos para generar las partes mas pequefias de nucleétidos
idénticos.

Contar es mas importante para la ultima parte mas corta, no necesario para la otra parte donde se puede asumir
porque se proporciona por el cebador para el que ya se sabe el recuento exacto, incluso si es mas largo de 7
nucleétidos. Estos métodos comprenden ademas de modo opcional la etapa de realizar un método para determinar
la naturaleza cualitativa del tramo de nucleétidos idénticos y sus regiones de ADN corriente abajo y corriente arriba,
en donde los fragmentos obtenidos a partir de cada método son discriminados y analizados por separado usando
dichas secuencias adaptadoras.

Como se define en la reivindicacién 14, un aspecto adicional de la invencién se refiere a un soporte de datos que
comprende instrucciones de programacion para analizar y proporcionar los resultados del método descrito
anteriormente, cuando se ejecuta en un ordenador.

Como se define en la reivindicacién 15, un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de uno o mas
oligonucleotidos en una reaccion de sintesis, ligacion, o amplificacion de ADN, para reducir repeticiones mas largas
de nucledtidos idénticos en dos o mas partes mas pequefias de nucleétidos idénticos en un método como se
describié anteriormente.

Leyendas de figura

Figura 1: Sintesis de una nueva cadena de ADN. Se libera un pirofosfato del nuevo nucleétido entrante, y se libera
un protén de la cadena de ADN que se extiende.

Figura 2: Diferencias de sefial absolutas y relativas obtenidas en ensayos como una pirosecuenciacion y
Secuenciacion de 16n Semiconductor de diferentes tramos de homonucleodtidos.

Figura 3: A. PCR estandar en la que los cebadores, indicados por flechas, flanquean la regién de interés, en este
caso una region que contiene un tramo de homonucleoétidos. [técnica anterior] B. hnr-PCR, de acuerdo con una
realizacion de métodos de la presente invencién, en la que uno de los cebadores se extiende en el tramo de
homonucledtidos de interés. Este cebador hnr contiene una o mas discordancias en el (sitio complementario del)
tramo de homonucleétidos.

Figura 4.

A. hnr-PCR, de acuerdo con una realizaciéon de métodos de la presente invencién, en la que uno de los cebadores
se extiende en el tramo de homonucledtidos de interés.

B. Ejemplo de hnr-PCR, de acuerdo con una realizacion de métodos de la presente invencion, en la que el tramo de
homonucledétidos contiene un tramo de 9 residuos T. El cebador de hnr-PCR se extiende 5 nucledétidos en el tramo
de homonucledtidos, y contiene una discordancia en la posicién 4 en el sitio del tramo de homonucleétidos. Después
de la sintesis de una nueva cadena, se obtendra un tramo de homonucleétidos de 3 residuos T y 5 residuos T,
separados por un nucleétido A. Cuando después de secuenciar se encuentran 5 nucleétidos T en el Ultimo tramo 3’,
el tramo original contenia 9 nucledtidos T; si se encuentran 4 nucledtidos T en el ultimo tramo, el tramo original
contenia 8 residuos T, etc.

Figura 5: Ejemplo, de acuerdo con una realizacion de métodos de la presente invencion como se muestra en la
figura 4, en donde se afiade un marcador de secuencia (una secuencia de nucleétidos dada) a los cebadores como
adaptadores. Cuando se usan ambos estandares y hnr-PCR en un formato de PCR (tipo) multiplex, los cebadores
estandar de PCR (uno o ambos) pueden contener otro tipo de adaptador, mientras los cebadores usados en hnr-
PCR (uno o ambos) pueden contener otro tipo de marcador. Si se genera mas de un amplicén en una PCR (tipo)
multiplex, los marcadores de los cebadores usados para la generacion de amplicones “estandar” pueden ser
idénticos o no. Si se genera mas de un amplicén hnr-PCR en un formato de PCR (tipo) multiplex, los marcadores de
los cebadores hnr pueden ser idénticos o no. De esta manera todos los amplicones se pueden combinar y separar
para el analisis.

Figura 6: Ejemplo de acuerdo con una realizacion de métodos de la presente invencion como se muestra en la figura
5, en donde una o mas secuencias adaptadoras o ligadas a los cebadores para su procesamiento posterior, como
un sitio cebador para una segunda sintesis o PCR, secuenciacion, cédigo de barras, de ADN, etc., o una
combinacién de los mismos.

Descripcion detallada de la invencién

Las diferentes tecnologias de secuenciacion usan diferentes tecnologias para determinar la secuencia de
nucleodtidos de una cadena de ADN. Una caracteristica comun de las actuales tecnologias de secuenciacion de alto
rendimiento es que muchas cadenas de ADN se secuencian en paralelo, en su mayoria en la superficie de una
pequefa placa (placa de picotitulacion, célula de flujo), dando hasta mas de 600 Gb (giga bases) de informacion de
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secuencia. Normalmente, estos fragmentos de ADN llevan terminaciones de secuencia idénticas, p. €j. a través de la
unioén de pequeios adaptadores de nucleétidos durante la fase de preparacion del ADN para secuenciar, de manera
que se puede usar el mismo cebador para la secuenciacion de todos los fragmentos de ADN en paralelo.

Las actuales tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento se pueden dividir en lineas generales en dos
categorias segun qué secuenciacion se realiza; secuenciacion por sintesis (lllumina, Roche, lon Torrent, Helicos y
Pacific Biosciences) y secuenciacion por ligacion (SOLID, life Technologies).

La secuenciacion por sintesis puede ademas dividirse en dos categorias distintas. En la primera subcategoria, cada
nucledtido incorporado se detecta como tal, como en el enfoque del terminador reversible en el que cada nucleétido
esta marcado con un fluorocromo diferente y se analiza al mismo tiempo una elongaciéon de una Unica base con
cualquier base. Solo es posible una incorporaciéon de una Unica base en cada ciclo/etapa de la reaccién de
secuenciacion. De hecho, los nucledétidos estan protegidos, de manera que pueden incorporarse en una cadena de
ADN en crecimiento, pero una vez incorporados, no se puede incorporar otro nucleétido en el mismo ciclo/etapa. En
un nuevo ciclo, el nucledtido incorporado del ciclo anterior se desprotege primero, de manera que se pueda
incorporar un nuevo nucleétido protegido en el nuevo ciclo. En la segunda subcategoria, se monitoriza un producto
secundario de la incorporaciéon de nucleétidos, como pirofosfato en la pirosecuenciaciéon o un protéon en la
Secuenciacion de 16n Semiconductor. En las ultimas dos estrategias, los nucleétidos nativos individuales se afiaden
secuencialmente. La Pirosecuenciacion o la Secuenciacién de 16n Semiconductor se produce después de la
progresion de la ADN polimerasa a lo largo de una cadena de ADN permitiendo que solo esté disponible un unico
dNTP para su incorporacion en un ciclo dado, y luego aproveche la reaccion quimica que se produce cuando el
dNTP es incorporado por la polimerasa. Esta reaccion se detecta ya sea induciendo una cascada de
bioluminiscencia empezando desde el pirofosfato y detectando la luz emitida (pirosecuenciacién), o detectando
directamente protones liberados durante la incorporacién como un cambio en el pH (Secuenciacion de I6n
Semiconductor). Se inicia entonces un nuevo ciclo para otro dNTP. En consecuencia, los cuatro dNTPs diferentes se
afaden por separado en cuatro ciclos diferentes, y esto se repite para un numero dado de rondas, en la que cada
ronda se construye con el mismo orden de 4 ciclos de administracion de los 4 diferentes dNTPs.

Mas especificamente para la pirosecuenciacién, se hibrida un cebador de secuenciacién con un ADN molde de
cadena sencilla y se incuba con las enzimas ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa, los sustratos adenosina 5’
fosfosulfato (APS) y luciferina. La adicion de uno de los cuatro desoxinucleoétido trifosfatos (ANTPs) (dATP no se usa,
sino mas bien dATP[IS que no es un sustrato para la luciferasa) inicia la segunda etapa. La ADN polimerasa
incorpora solamente el dNTP dado si es complementario con el molde. Esta incorporacion libera
estequiométricamente pirofosfato (PPi). Luego la ATP sulfurilasa convierte cuantitativamente PPi en ATP en
presencia de adenosina 5 fosfosulfato. Este ATP actia como combustible en la conversién mediada por luciferasa
de la luciferina a oxiluciferina que genera luz visible en cantidades que son proporcionales a la cantidad de ATP. La
luz producida en la reaccion catalizada por la luciferasa se detecta mediante una camara y se analiza en un
programa. Los nucleétidos no incorporados y el ATP se degradan a continuacion por la apirasa, y la reaccion puede
reiniciarse con otro nucledétido. Los cuatro nucledtidos de ADN se afiaden secuencialmente en un orden fijo a lo largo
de la placa de picotitulacion. Durante el flujo de nucleétidos, se secuencian en paralelo miles de copias de ADN
unidas a cada una de las perlas. Cuando se afiade a un pocillo un nucleétido complementario a la cadena molde, la
polimerasa extiende asi la cadena de ADN existente afiadiendo nucleotido(s). En el caso de que el molde lleve un
tramo de nucledtidos idénticos, se puede incorporar un nimero de nucleétidos igual a la longitud del tramo en el
mismo ciclo/etapa. De hecho, se usan dNTPs nativos no protegidos, de manera que se puede incorporar mas de un
nucledtido en un ciclo dado. La intensidad de sefial es proporcional al niumero de nucleétidos. Sin embargo, la
intensidad de tramos de homopolimeros es solamente lineal hasta siete nucleétidos consecutivos. La secuencia de
soluciones que producen sefales quimioluminiscentes permite al final la determinacién de la secuencia del molde.

Mas especificamente para la Secuenciacién de I6n Semiconductor, se inunda un micropocillo que contiene cadenas
de ADN molde clonal en una perla con una sola especie de desoxirribonucleétido (ANTP). Si el dNTP introducido es
complementario al molde principal, se incorpora el nucleétido en la cadena complementaria en crecimiento. Esto
provoca la liberacion de un i6n de hidrogeno que dispara al sensor de iones hipersensible, lo que indica que se ha
producido una reaccién. Si el dNTP introducido no es complementario al nucleétido molde principal, no se incorpora
ningun nucledtido y no se liberan iones hidrogeno. El chip se inunda secuencialmente con un nucleétido tras otro.
Aqui de nuevo, puesto que se usan dNTPs nativos no protegidos, se incorporaran en un unico ciclo multiples
moléculas de dNTP en los tramos de homonucledtidos. Esto conduce a un numero correspondiente de hidrogenos
liberados y a una sefial electronica proporcionalmente mayor. Aqui de nuevo, la exactitud de la denominacion
correcta del nimero de nucleétidos en tramos de homonucleétidos disminuye para tramos de homonucleétidos mas
largos.

La tecnologia de Secuenciacion de I6n Semiconductor difiere de otras tecnologias de secuenciacién en que no se
usa ninguna optica. La secuenciacion de 16n Semiconductor también puede denominarse secuenciacion de lon
Torrent, secuenciacion mediada por pH, secuenciaciéon de silicio o secuenciacién de semiconductores. La
Secuenciacion de 16n Semiconductor crea una conexion directa entre los mundos quimico y digital, permitiendo una
secuenciacion rapida, simple y masivamente escalable. Los chips de Secuenciacién de 16n Semiconductor estan
disefiados, fabricados y empaquetados como cualquier otro chip de semiconductores. Las placas se cortan de una
bola de silicio. Los transistores y circuitos se transfieren entonces por patrones y posteriormente se graban en las
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placas usando fotolitografia. Este proceso se repite 20 veces o mas, creando un sistema multicapa de circuitos. La
Secuenciacion de 16n Semiconductor se beneficia de cuatro décadas de mejora exponencial en la tecnologia de
semiconductores, también conocida como Ley de Moore.

La pirosecuenciacion y la secuenciacion de l6n Semiconductor permite que la secuenciaciéon continie a una
velocidad mucho mas rapida que p. €j. la secuenciacion de terminador reversible, ya que se requieren menos pasos
para detectar una base y continuar la extension de un molde. Como tal, es comin conseguir actualmente lecturas de
100 pares de bases en menos de 3 h con pirosecuenciacién o Secuenciacién de |6n Semiconductor. Ademas, se
pueden obtener lecturas de secuencias mas largas con pirosecuenciacion o Secuenciacion de 16n Semiconductor,
de las que se pueden generar los moldes mediante amplificacion clasica por PCR. Esto es altamente deseable en
diagndstico, ya que la PCR es mucho menos intensiva en mano de obra que otras tecnologias de preparacion de
molde como la construccion de bibliotecas de ADN. Otra ventaja en la preparacion del molde de secuenciacion por
PCR es que la longitud estandar de los amplicones obtenidos, asi como las longitudes de lectura obtenidas con
estas tecnologias de secuenciacion, estan en el intervalo de tamario, o sobre el tamafio, de la longitud media de los
exones. Por lo tanto el niumero de amplicones necesarios para la secuenciacion de un gen dado es del mismo orden
de los exones en la mayoria de los genes, de modo que la mayoria de los amplicones cubren exones individuales.
Cuando se realiza en un formato multiplex, todos los exones de interés pueden enriquecerse en uno o un ndmero
limitado de pasos. Esto también se puede conseguir en un formato tipo multiplex, como la amplificacion altamente
paralela o los circuitos fluidicos integrados (Fluidigm). De hecho, aunque cada reactor de PCR del circuito fluidico
integrado genera solamente un tipo de amplicén, la naturaleza paralela del circuito fluidico integrado logra y asegura
un formato tipo multiplex.

Estos formatos de secuenciacion, especialmente la Secuenciacion de I16n Semiconductor, tienen el mayor potencial
para convertirse en el formato de secuenciacion mas importante en futuras pruebas genéticas de rutina,
especialmente en las pruebas en las que solo se analizan uno o unos pocos genes. Sin embargo, la inexacta
denominacion de (mayores) tramos de homonucledtidos, es un grave problema. Especialmente los tramos de
homonucledtidos de 7 nucleétidos de longitud, no siempre se denominan correctamente. La mayoria de los genes
llevan al menos 1 o unos pocos de tramos de homonucledtidos en este rango de tamafio. Ademas, los tramos de
homonucleétidos son propensos a mutaciones, p. €j. debido al deslizamiento de la ADN polimerasa. Por lo tanto,
una caracterizacion correcta de los tramos de homonucleétidos es un requisito previo para una prueba diagnostica
que tiene como objetivo analizar regiones completas de un genoma, como un(os) gen(es). Por ejemplo, la region
codificadora y las uniones exén/intrén del gen CFTR, en el que las mutaciones causan fibrosis quistica, contiene tres
tramos de homonucleétidos de al menos 7 nucledtidos. La mayoria de las pruebas comerciales de CFTR, las
pruebas genéticas mas comunes realizadas en la poblacién caucasica y que hasta el momento no se basan en la
secuenciacion, solo examinan las 30 mutaciones CFTR mas comunes, que incluyen tres loci localizados en estos
tramos de homonucleétidos. La dificultad de caracterizacion imprecisa de los tramos de homonucleétidos prohibe asi
la implementacion de la pirosecuenciacion y la Secuenciacion de I16n Semiconductor en el diagndstico genético de
rutina. De hecho, tampoco se puede realizar una determinacion precisa en estos tramos de homonucleétidos, o se
realiza un segundo ensayo como el Sanger clasico a lo largo de estos tramos de homonucleétidos problematicos.
Esto no es deseable en pruebas genéticas de rutina, y se prefiere una prueba “Unica” o de “centro Unico”.

Para la mayoria de las pruebas genéticas de diagnodstico de rutina, solo existe un interés en el analisis de uno o
unos pocos genes. De hecho, solo se caracterizan los exones y las uniones exén/intron de estos genes. Por lo tanto,
estas regiones de ADN de interés se enriquecen primero a partir del genoma total con el fin de disminuir la “sefal de
fondo” de las regiones de ADN de no interés, y para aumentar la sensibilidad de la deteccion.

Descripcion detallada de la invencién

Las posiciones vecinas de nucleétidos en una molécula de ADN pueden albergar un(os) nucledétido(s) idéntico(s). En
el contexto de la presente invencién una repeticion de nucleétidos idénticos también se denomina un “tramo de
homonucledtidos”. Una repeticion puede tener tan poco como 2 o 3 nucledtidos, y puede extenderse hasta mas de
15 a 25 nucledtidos idénticos. Las repeticiones de 7, 8, 9 o 10 son mas comunes, las repeticiones de mas de 15
nucledtidos son menos comunes. Debido a las impredecibles conformaciones estructurales, algunas repeticiones de
5 o 6 repeticiones pueden ser incluso dificiles de determinar. Realizaciones particulares incluyen intervalos que
tienen como limite inferior y superior cualquiera de los valores citados anteriormente. Por ejemplo, 7 nucledtidos T
seguidos se denominaria asi un tramo de homonucleétidos de 7 nucleoétidos.

En la pirosecuenciacion y secuenciacion de l6n Semiconductor, se afiaden nucleétidos nativos (desprotegidos) a la
reaccion de secuenciacion en cada ciclo. En un tramo de homonucleétidos dado, se incorporara mas de 1 nucleétido
en una reaccion de secuenciacion. El nimero de nucleétidos complementarios que se incorporaran es igual al
numero de nucledtidos en el tramo de homonucleétidos, de manera que la intensidad de sefal es proporcional al
numero de nucledtidos. Sin embargo, la intensidad de sefial para tramos de homopolimeros es solamente lineal
hasta siete nucleotidos consecutivos. De hecho, cuanto mas largo es el tramo de homonucleétidos, menor es la
diferencia en la intensidad de sefal para 1 nucleétido menos o 1 mas en el tramo de homonucledtidos (Figura 2).
Por ejemplo, un tramo de 3 homonucledtidos da como resultado una sefial un 50% mas alta que un tramo de 2
homonucleétidos, mientras que un tramo de 8 homonucledtidos solamente da como resultado una sefial 14% mas
alta que un tramo de 7 homonucleétidos. En un momento dado, la diferencia de seial que se necesita detectar con

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 630 804 T3

el fin de determinar la longitud exacta de un tramo de homonucledétidos es del mismo orden que la variabilidad en la
sefial de fondo, de modo que el sistema alcanza su limite de deteccion de diferencias de sefal. Algunos tramos de
homonucleétidos mas cortos de 7 nucledtidos podrian incluso denominarse de modo incorrecto ya que las
estructuras secundarias especificas del contexto-secuencia pueden dificultar la polimerizacién del ADN.

En esta invencion, el tramo de homonucledtidos mas largo que no se puede determinar con precision se reduce a
dos, o mas (p. €j. 3, 4, 5 o 6), partes mas pequefas, en las que al menos la parte 3’ puede determinarse con
precision en ensayos de secuenciacidon, como pirosecuenciacion y secuenciacion de l6n Semiconductor. Sélo la
Ultima de las repeticiones necesita estar en este intervalo de menos de 5 a 7 nucleétidos idénticos, la primera puede
ser aun mas de 5 a 7 nt, ya que la primera esta completamente localizada en el oligonucleétido y debe tener el
numero esperado cuando esta bien sintetizado y purificado. Sin embargo, para controlar oligos de menor calidad,
podria reducirse un tramo muy largo a mas de 2 partes de modo que sean todos menores de 5 a 7 nt de largo para
que puedan contabilizarse como un control adicional. Su longitud combinada permite entonces una determinacion
precisa del tramo de homonucleétidos original mas largo. Generalmente solo el Ultimo tramo de homonucleétidos
menor tiene una longitud que se puede determinar con la maxima precision.

La reduccion en el tramo de homonucleétidos puede lograrse en la reaccion de sintesis de ADN, que se define en
esta invencion como “sintesis de (hnr) ADN de reduccién de tramo de homonucledtidos”. Cuando se usa una
reaccion de PCR para sintesis/amplificacion de ADN, la técnica se define en esta invencion como “PCR de
reduccion del tramo de homonucleétidos” (hnr-PCR).

De hecho, con el fin de obtener sefiales de secuenciacion suficientemente fuertes y/o secuenciar solamente
regiones especificas del genoma total, las moléculas de ADN a secuenciar tienen que ser enriquecidas copiando o
incluso amplificando. La hnr-PCR puede ser un medio para copiar/amplificar para que se pueda realizar la reduccién
del tramo de homonucleétidos y amplificacion del ADN objetivo al mismo tiempo y en la misma etapa.

Para la amplificacion, los cebadores se disefian para que se unan a su ADN objetivo complementario mediante
hibridacion. Los cebadores se disefian normalmente para ser 100% complementarios a su ADN objetivo. Sin
embargo, incluso un cebador que no es complementario al 100% puede unirse a su region de ADN objetivo,
especialmente cuando la sintesis de ADN se realiza en condiciones menos astringentes. A continuacion se sintetiza
una nueva cadena de ADN a través de la extension del extremo 3’ del cebador. Aunque un cebador no necesita ser
100% complementario con el fin de iniciar la sintesis de ADN, el nucleétido 3’ necesita ser 100% complementario y
estar unido a través de hidrégeno con su ADN objetivo con el fin de iniciar la sintesis de una nueva cadena de ADN.
Para la hnr-PCR, se puede disefiar un cebador hnr en un tramo de homonucleétidos que se extiende en el tramo de
homonucleétidos (Figuras 3 y 4), ya sea parcialmente en el tramo de homonucleétidos o hasta su extremo completo.
Por supuesto, el cebador preferiblemente necesita contener mas secuencias complementarias Unicas 5 que
preceden al tramo de homonucleétidos objetivo con el fin de aumentar la especificidad de unién. En la practica, se
pueden afiadir secuencias adaptadoras adicionales 5, para permitir el procesamiento adicional de las nuevas
cadenas de ADN sintetizadas como secuencias adaptadoras para cebador necesarias en la secuenciacion,
segundas etapas de PCR, PCR de emulsion, secuencias de cédigos de barras, etc. El extremo 3’ de un cebador hnr
albergara asi un tramo de homonucledtidos, o incluso 1 nucleétido, en el que el tipo de nucledtido es
complementario al tipo de nucleotido en el tramo de homonucleétidos objetivo. Dado que un cebador necesita ser
necesariamente 100% complementario a su region objetivo, se pueden incorporar nucledtidos no complementarios
en ciertas posiciones para obtener un cebador hnr, p. €j. la 22 posicion 3’ del cebador hnr, la 32 Ultima posicion 3’ del
cebador hnr, etc...(en este contexto el nucleétido en el extremo 3’ esta en la “primera” posicion 3. Cuando un
nucledtido se sustituye por un nucleétido no complementario en la region del tramo de homonucleotidos, el tramo de
homonucledtidos se rompe y se divide en dos partes mas pequefias de modo que el tramo de homonucleétidos
original se reduce a dos partes mas pequefas. Las dos partes podrian ser dos tramos de homonucleétidos mas
pequefios de la misma longitud, o no. La parte 3’ podria incluso llegar a ser un nucledétido largo, y puede, por lo
tanto, incluso no ser mas un tramo de homonucleétidos. Un cebador hnr que no se extiende hasta el final del tramo
de homonucleétidos detectara supresiones e inserciones en el tramo de homonucleétidos. Un cebador hnr que se
extiende hasta el final del tramo de homonucleétidos detectara inserciones, pero no supresiones en el tramo de
homonucleétidos.

Por ejemplo, para un tramo de homonucleoétidos de 8 nucleétidos, un cebador hnr que se extiende 6 nucledtidos en
el tramo de homonucleétidos y en el que el segundo ultimo nucledtido de la hnr-PCR esta sustituido por un
nucleétido no complementario, una cadena de ADN recién sintetizada contendra un tramo de 4 homonucleétidos,
seguido por el nucleétido no complementario, y seguido por un tramo de 3 homonucleétidos. Si una reaccion de
secuenciacion detecta en esta Ultima posicion un tramo de homonucleétidos de 3 nucledtidos de longitud, el
fragmento de ADN bajo investigacion alberga entonces 8 nucleétidos en el tramo de homonucledtidos original. Si
una reaccion de secuenciacion detecta en esta posicion un tramo de homonucledétidos de 2 nucleétidos de longitud,
el fragmento de ADN bajo investigacion alberga entonces 7 nucleotidos en el tramo de homonucledtidos. Y si una
reaccion de secuenciacion detecta en esta posicion un tramo de homonucleétidos de 4 nucledtidos de longitud, el
fragmento de ADN bajo investigacion alberga entonces 9 nucleotidos en el tramo de homonucleétidos. De este
modo, y en este ejemplo, la determinacion imprecisa de 7, 8 o 9 nucleétidos en un tramo de homonucleétidos se
transforma en una determinacién precisa de 2, 3 0 4 nucleétidos respectivamente.
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En otro ejemplo, para un tramo de homonucleétidos de 8 nucleétidos, un cebador hnr que se extiende hasta el final
del tramo de homonucleétidos y en el que el segundo ultimo nucleédtido de la hnr-PCR esta sustituido por un
nucleétido no complementario, una cadena de ADN recién sintetizada contendra un tramo de 6 homonucleétidos,
seguido por el nucledtido no complementario, y 1 nucleétido del mismo tipo que el tramo 6 homonucleétidos.

En otro ejemplo, para un tramo de homonucleétidos de 8 nucleétidos, un cebador hnr que se extiende 7 nucleotidos
en el tramo de homonucledtidos y en el que el tercer ultimo nucledtido de la hnr-PCR esta sustituido por un
nucleétido no complementario, una cadena de ADN recién sintetizada contendra un tramo de 4 homonucleétidos,
seguido por el nucledtido no complementario, y seguido por un tramo 3 homonucleétidos.

Se puede incorporar mas de 1 nucledtido discordante a intervalos regulares en un cebador hnr, de manera que se
obtienen diferentes tramos de homonucleétidos mas pequefios como control adicional. Para un tramo de
homonucledtidos de 15 nucleétidos en el que el 6° y el 12° nucledtido no coinciden en el cebador hnr, el tramo de 15
homonucleétidos se reducira a dos tramos de 5 homonucleétidos y un tercer tramo de 3 homonucleétidos.

Por supuesto, las reacciones de secuenciaciéon de tales amplicones hnr no proporcionan informacién sobre las
posibles mutaciones en el sitio del cebador, ya que la secuencia secuenciada observada en ese sitio se deriva del
cebador en lugar del ADN objetivo bajo investigacion. En el ejemplo anterior en el que se reduce un tramo de
homonucleétidos de 8 nucledtidos de longitud mediante hnr-PCR, en el que el cebador hnr se extiende 6 nucledtidos
en el tramo de nucledtidos y en el que el segundo ultimo nucledtido de la hnr-PCR esta sustituido por un nucleétido
no complementario, los 4 nucleétidos del primer tramo de homonucleétidos mas pequeiio, el nucleétido discordante,
y el primer nucleétido del segundo tramo de 3 homonucleétidos, no proporcionan informaciéon de secuencia del
fragmento de ADN bajo investigacion ya que se deriva de la secuencia del cebador. Sin embargo, el segundo y el
tercer nucledtido del tramo de 3 homonucledtidos proporcionan informacion de secuencia del ADN bajo
investigacion. También por esta razén puede ser preferible que los cebadores hnr no se extiendan hasta el final
completo del tramo de homonucleétidos, de modo que se obtiene la informacion de secuencia de la unién del tramo
de homonucleétidos.

En muchos casos, la secuencia auln asi se debe determinar en el sitio del cebador hnr o incluso corriente arriba. De
hecho, en muchos casos, un tramo de homonucleétidos se localiza en algin lugar en un exén, y se necesita
determinar la secuencia completa del exén y de las uniones exén/intrén. Por lo tanto, también se puede realizar una
amplificacion de PCR clasica usando cebadores que flanquean la region completa de interés, incluyendo el tramo de
homonucleétidos (Figura 3). La hnr-PCR puede usarse asi como tal, o en combinacién con PCR clasica.

El analisis combinado de un amplicén estandar y un amplicon hnr frente a una region dada finalizara entonces la
secuencia real, en la que el amplicon estandar proporciona la informacién cualitativa de la secuencia, excepto la
longitud exacta del tramo de homonucleétidos, mientras el amplicén hnr determinara la longitud exacta del tramo de
homonucleétidos.

Se puede generar y analizar un Unico tipo de fragmento hnr, o tramo de homonucledétidos, y por lo tanto se usa un
solo par de cebadores. Por otra parte, se puede generar y analizar en un formato (tipo) multiplex una combinacién
de diferentes tipos de fragmentos hnr, dirigidos contra diferentes tramos de homonucledtidos en el que se usan
multiples pares de cebadores. En dicho formato multiplex, podrian incluirse incluso los respectivos amplicones
estandar, como amplicones que contienen los tramos de homonucleétidos completos bajo investigacion. Cuando se
usan formatos de PCR (tipo) multiplex en los que los amplicones estandar y amplicones hnr se amplifican
conjuntamente, el cebador no hnr usado para generar el amplicon hnr podria ser el mismo, o no el mismo, que el
usado para la amplificaciéon del amplicon estandar respectivo.

En tecnologias de secuenciacion de nueva generacion necesitan analizarse muchas lecturas en cualquier posicion y
necesitan alinearse con la secuencia de referencia. De hecho, el andlisis tiene una naturaleza probabilistica y estas
tecnologias de secuenciacion tienen un error de secuenciacion relativamente alto por lectura secuenciada.
Normalmente, se necesita detectar cada nucleétido en una secuencia bajo investigacion en 20 a 30 lecturas de
secuencia para deducir una secuencia diploide con una alta precisién. Ademas, todas las secuencias de amplicones
multiples o ADNs objetivo se generan en un Unico experimento y se obtendra una mezcla de lecturas de secuencia
de todos estos amplicones. Normalmente, se obtiene una mezcla de lecturas derivadas de una mezcla de
amplicones derivados de objetivos diferentes, como todos los exones de un gen. Cuando se combinan amplicones
estandar y amplicones hnr para el mismo objetivo, la mezcla obtenida sera ain mas compleja y contendra ambas
lecturas de secuencia para un tramo de homonucleétidos a partir de amplicones de PCR estandar y lecturas de
amplicones de hnr-PCR. Aparte de su diferencia en longitud (el amplicon de hnr-PCR sélo comienza o termina
alrededor de la secuencia del tramo de homonucledtidos), el amplicon hnr contiene uno o mas nucleétidos
discordantes cuidadosamente introducidos que se comportan como (una/s) mutacion(es) puntual(es). Cuando los
amplicones estandar y los amplicones hnr se alinean juntos, ambos tipos de amplicones se alinearan correctamente
con la secuencia de referencia, y el nucledtido discordante se determinara erroneamente como una mutacion. Los
amplicones estandar y los amplicones hnr necesitan separarse para su analisis y alinearse por separado de modo
que su alineamiento y analisis no interfiera. Esto puede realizarse facilmente cuando se introducen diferentes
secuencias adaptadoras 5 en el cebador usado para la amplificacion estandar y la amplificacion hnr (Figura 5).
Aunqgue las secuencias adaptadoras pueden diferir para cada amplicén, todos los amplicones estandar contienen
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preferiblemente la misma secuencia adaptadora, y si se necesita analizar mas de un tramo de homonucleétidos por
hnr-PCR, todos los amplicones hnr contienen preferiblemente la misma secuencia adaptadora diferente. El conjunto
de lecturas de secuencia obtenidas se puede separar luego en dos grupos basados en la secuencia adaptadora, de
manera que se obtiene un grupo de amplicones estandar y un grupo de amplicones hnr. Cada grupo se alineara por
separado con la secuencia de referencia de manera que sus alineamientos y analisis no interfieran. Preferiblemente
la secuencia de referencia para el tramo de homonucleétidos puede adaptarse de manera que el nucleétido
discordante se recoja en la secuencia de referencia. A todos los cebadores, tanto los cebadores estandar como los
cebadores hnr, se les pueden afadir secuencias adaptadoras adicionales para procesamiento adicional, como
secuencias para hibridacion de oligonucledétidos para otra amplificacion, secuenciacion, y secuencias de codigos de
barras (Figura 6).

En el contexto de la presente solicitud, la PCR, y por lo tanto la hnr-PCR, es el método de sintesis de hnr-ADN. Sin
embargo los métodos de la presente invencion se pueden realizar con cualquier técnica que sintetice una o mas
cadenas nuevas de ADN de una cadena de ADN original. Los métodos adecuados conocidos en la técnica son por
ejemplo, amplificacion isotérmica (amplificacion de circulos rodantes), amplificacion de desplazamiento de cadena
sencilla, amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), PCR en fase sélida (sobre perlas o
matrices) (Raindance), sondas candado, sondas selectoras, sondas colectoras, Haloplex PCR (Halogenomics),
reaccion en cadena de la ligasa y amplificacion de los productos oligos unidos por extension-ligacion (TSCA; TruSeq
Custom Amplicon, lllumina), o una combinacién de los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de generar una o mas copias de un ADN objetivo o parte del mismo, que contiene una repeticion de
nucleétidos idénticos, que comprende las etapas de:

- alterar un nucleétido en esta repeticién de nucleétidos idénticos, o

- alterar diferentes nucleétidos individuales separados a intervalos en dicha repeticiéon de nucleétidos idénticos en
otro nucledtido, con el fin de reducir dicha repeticion de nucledtidos idénticos en dos 0 mas partes alteradas mas
pequefias de dichos nucledtidos idénticos en las moléculas copiadas,

en donde esta alteracion se realiza usando un cebador de oligonucleétidos que se extiende en la repeticion no
alterada de nucledtidos idénticos del polinucleétido objetivo, en donde dicho cebador de oligonucledtidos comprende
en el lado 5’ una secuencia que hibrida con la secuencia que precede a la repeticion de la secuencia objetivo en la
secuencia de ADN objetivo, pero en donde dicho oligonucledétido no es complementario al 100% con la repeticion de
secuencia en la secuencia objetivo.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la parte alterada no es mayor de 4, 5 o 6 nucleétidos.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde dicho cebador de oligonucledtidos no se extiende hasta el final
de la repeticion no alterada de nucleétidos idénticos del polinucleétido objetivo.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde las partes alteradas mas pequefas de
nucledtidos idénticos se generan a través de una reaccion enzimatica, como sintesis, ligacion y/o amplificacion de
ADN, o una combinacion de las mismas.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que un nucleétido en la repeticion de
nucledtidos idénticos complementarios del cebador se sustituye por otro tipo de nucleétido de modo que se reduce la
repeticion no alterada de nimero consecutivo de nucleétidos idénticos a dos partes alteradas mas cortas de estos
nucleétidos idénticos interrumpidas por el tipo de nucleétido sustituido.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la repeticion de nucleétidos idénticos en el
extremo 3’ del cebador es mas corta que la repeticion de nucleétidos idénticos en el extremo 5’ del cebador.

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el nucleétido en la repeticion de
nucledtidos idénticos complementarios del cebador que esta sustituido por otro tipo de nucledtido esta en la
segunda, tercera, cuarta o quinta posicion contado desde el extremo 3’ del cebador de oligonucledtido.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el cebador contiene ademas en el extremo
5’ uno o mas nucleodtidos adaptadores que no son complementarios con la secuencia objetivo.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde se combinan diferentes reacciones de
sintesis/ligacion/amplificacion de ADN del mismo tipo, o de diferentes tipos en un formato (tipo) multiplex.

10. EI método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas una amplificacion del ADN
objetivo, que incluye la repeticién de nucledtidos idénticos.

11. El método segun la reivindicacion 10, en donde se realizan juntos el método segun se describe en la
reivindicacion 1, que usa el cebador de oligonucleétidos que se extiende en la repeticion sin modificar de nucleétidos
idénticos del polinucledtido objetivo, y el método como se describe en la reivindicacion 10.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que comprende ademas la etapa de realizar un
método para determinar la naturaleza cualitativa del tramo de nucleoétidos idénticos y sus regiones de ADN corriente
abajo y corriente arriba, en donde los fragmentos obtenidos de cada método se discriminan y se analizan por
separado usando dichas secuencias adaptadoras.

13. Un método para determinar el nimero de nucleétidos en una repeticién de nucleétidos de una molécula de
ADN molde en la que se determina la secuencia de una molécula de ADN copiada mediante secuenciacion, y que
usa el conocimiento previo de los nucledétidos alterados y posiciones generadas en las moléculas copiadas obtenidas
realizando el método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende la etapa de contar el nimero
de nucledtidos idénticos en las partes mas pequefias generadas y los nucleétidos sustituidos para generar las partes
mas pequenas de nucledtidos idénticos.

14. Un soporte de datos que comprende instrucciones de programa para analizar y proporcionar los resultados de
un método segun la reivindicacion 13, cuando se ejecuta en un ordenador.
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15. Usar de uno a mas nucleétidos en una reaccion de sintesis, ligacion, o amplificaciéon de ADN, o combinaciones
de las mismas, para reducir repeticiones mayores de nucleétidos idénticos en dos o mas partes mas pequefias de
nucledtidos idénticos en un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.
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