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DESCRIPCION
Métodos para la secuenciacién estandarizada de acidos nucleicos y usos de los mismos
Declaracion respecto a la investigacion patrocinada por el gobierno federal

La invencidn se realiz6 con apoyo del gobierno de EE.UU. con los numeros de subvencion CA138397 y HL108016
concedidos por los Institutos Nacionales de Salud. El gobierno de EE.UU. tiene ciertos derechos en la invencion.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere métodos para la secuenciaciéon estandarizada de acidos nucleicos y usos de los
mismos.

Antecedentes

La identificacion de la informacion genética se estd convirtiendo en una pieza clave de informacion para el
diagnéstico y tratamiento de muchas enfermedades. Para hacer que dicha herramienta de diagnostico esté
facilmente disponible, se desea que esta identificacion sea lo mas eficiente y econdmica posible. Para aspectos de
diagnéstico, médicos, regulatorios y éticos, esta identificacion debe ser lo mas exacta posible para descartar
mediciones falsas.

Ademas del deseo de adquirir informacion de material genético humano, existe un gran interés en la adquisicion de
informacién genética de, por ejemplo, mitocondrias, agentes patégenos y organismos que causan enfermedades.

Un método para la adquisicion de informacién es el método de secuenciacién de Sanger de analisis del genoma.
Estan disponibles otros métodos que proporcionan un rendimiento mejorado en comparacién con el método de
secuenciacion de Sanger. Dichos métodos incluyen una tecnologia de secuenciacion corta en paralelo de alta
densidad, secuenciacion de nueva generacion (es decir, NextGen o "NGS"), que intentan proporcionar una vision del
ARN en muestras biolégicas mas completa y exacta que el método de secuenciacion de Sanger.

La secuenciacion de nueva generacién (NGS) es atil en una multitud de aplicaciones clinicas en virtud de su analisis
automatizado y altamente paralelizado de plantillas de acidos nucleicos. Sin embargo, el limite de las cuestiones
clinicas que la NGS puede abordar viene determinado en gran medida por: i) la fuente de la plantilla de acido
nucleico en la secuencia ascendente (por ejemplo, tejido humano, muestra microbiana, etc.), y ii) si la variacion
biolégica clinicamente relevante en la plantilla de acido nucleico es mayor que la variacién técnica (que a menudo se
introduce mediante dichas variantes como el flujo de trabajo para la preparacion de muestras, la secuenciacién y/o el
andlisis de datos).

El flujo de trabajo para la preparacién de bibliotecas de NGS varia ampliamente, pero en términos generales se
pueden agrupar en dos enfoques: 1) digestién o fragmentacion de la muestra de acido nucleico con unién posterior a
una secuencia adaptadora universal, o 2) PCR con cebadores especificos de la diana que incorporan una secuencia
adaptadora universal en sus extremos 5'. En ambos enfoques, si una plantilla de &cido nucleico es ARN, se usa una
etapa de transcripcién inversa para crear la plantilla de ADN requerida para la secuenciacion.

Una preocupacién con la NGS es que estos métodos de secuenciacion cuantitativos tienen una alta variacion
intralaboratorio e interlaboratorio. Por lo tanto, este problema reduce el valor de cualquier resultado y ha impedido el
uso de estos métodos de secuenciacién en el diagndstico molecular.

Por ejemplo, a menudo se introducen inadvertidamente sesgos no sistematicos (es decir, no reproducibles) (es
decir, errores) durante la preparacion de la biblioteca de secuenciacion. Estos sesgos no sistémicos son un
obstaculo importante para la implementacion de la NGS como una medida de rutina fiable y eficiente de la
abundancia de &cidos nucleicos (cuantificacién) en el entorno clinico.

La fuente mas probable de sesgo no sistematico (que impide de este modo la comparacién interlaboratorio y, por
tanto, el uso clinico de rutina, de datos cuantitativos de NGS) se deriva de los problemas que surgen de la
fragmentacion del &cido nucleico, la unién del adaptador y la PCR.

Ademas, aunque no es explicitamente necesario, la FDA ha publicado indicaciones y recomendaciones para la
industria acerca de que los dispositivos de diagnéstico in vitro (IVD) basados en PCR deberian contener controles
internos de amplificacion (IAC) para controlar las sustancias que interfieren y para verificar que un resultado negativo
para una muestra no es causado por inhibidores.

Ademas, con el fin de evitar el error de muestreo estocastico y de garantizar mediciones fiables, es necesario
secuenciar (es decir, leer) un nimero suficiente de copias del analito que se estd midiendo. Un problema es que el
intervalo de representacion de los transcritos después de la preparacién de la biblioteca a menudo permanece muy
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alto, tipicamente un millon de veces o mas, lo que impone un alto coste. Esto se debe a que los transcritos de cada
gen se deben secuenciar al menos 10 veces (para garantizar 10 "lecturas"). Para garantizar 10 lecturas de los genes
menos representados, es necesario leer un gen representado a un nivel un millén de veces mas alto al menos 10
millones de veces.

Por lo tanto, un método de NGS que reduce la variacion entre experimentos y entre laboratorios en la medicién del
nuamero de copias de &acido nucleico en las muestras sera de gran utilidad tanto para aplicaciones clinicas como de
investigacion.

Sumario de la invencion

En el presente documento se describe un método para proporcionar reproducibilidad en la medicién del nimero de
copias de acido nucleico en las muestras, que comprende medir una relacion proporcional de al menos un evento de
secuenciacion de la diana natural de al menos un acido nucleico en una muestra con respecto al control interno de
amplificacion (IAC) competitivo respectivo para ese &cido nucleico.

En el presente documento también se describe un método en el que el al menos un evento comprende: una
observacion, un recuento y/o una lectura entre la diana natural y su IAC respectivo.

En el presente documento también se describe un método para controlar el error no sistematico en la preparacion de
bibliotecas de NGS basada en PCR, que comprende compartir sitios de cebado idénticos con una plantilla de acido
nucleico natural de interés a fin de imitar la cinética de la diana natural en la reaccién de PCR vy, por lo tanto, de
controlar la variacion en la eficiencia de la PCR especifica de la diana.

En el presente documento también se describe el uso de un método de IAC competitivo para contemplar la
convergencia de la representacion del analito diana en una muestra, al tiempo que conserva informacién cuantitativa
de la representacion original tanto de la diana de baja abundancia como de la diana de alta abundancia, lo que
permite la medicién cuantitativa de la representacién original con un bajo nimero de lecturas de secuenciacion.

Ademas, en el presente documento se describe un método para determinar una cantidad de un primer &cido
nucleico, que comprende:

proporcionar una serie de mezclas estandarizadas diluidas en serie que comprenden una plantilla competitiva para
dicho primer &cido nucleico y una plantilla competitiva para un segundo &cido nucleico presente en varias muestras
que comprenden dicho primer &cido nucleico, en el que dichas plantillas competitivas estan en concentraciones
conocidas entre si;

combinar una de dichas muestras que comprende dicho primer acido nucleico con una primera de dichas mezclas
estandarizadas diluidas en serie;

coamplificar dicho primer &cido nucleico y dicha plantilla competitiva para dicho primer acido nucleico para producir
el producto amplificado del mismo;

obtener una primera relacién, comparando dicha primera relacién dicho producto amplificado de dicho primer acido
nucleico con dicho producto amplificado de dicha plantilla competitiva para dicho primer acido nucleico;

determinar si dicha primera relacion esta dentro de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10:1;

si no es asi, repetir dichas etapas de combinacion, coamplificacion, obtenciéon y determinacién con una segunda de
dichas mezclas estandarizadas diluidas en serie;

coamplificar dicho segundo acido nucleico y dicha plantilla competitiva para dicho segundo &cido nucleico para
producir el producto amplificado del mismo;

obtener una segunda relacion, comparando dicha segunda relacion dicho producto amplificado de dicho segundo
acido nucleico con dicho producto amplificado de dicha plantilla competitiva para dicho segundo acido nucleico; y

comparar dicha primera relacion y dicha segunda relacion.

El método puede incluir comparar dicho proyecto amplificado de dicho primer acido nucleico con dicho proyecto
amplificado de dicha plantilla competitiva para dicho primer nucleico, determinando si dicha primera relacién esta
dentro de aproximadamente 1:100 a aproximadamente 100:1 o de 1:1000 a aproximadamente 1000:1 o de 1:10 000
a aproximadamente 10 000:1,

si no es asi, repetir dichas etapas de combinacion, coamplificacion, obtencién y determinacién con una segunda de
dichas mezclas estandarizadas diluidas en serie;
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coamplificar dicho segundo acido nucleico y dicha plantilla competitiva para dicho segundo &cido nucleico para
producir el producto amplificado del mismo; obteniendo una segunda relacion;

en el que dicha segunda relacién compara dicho producto amplificado de dicho segundo acido nucleico con dicho
proyecto amplificado de dicha plantilla competitiva para dicho segundo acido nucleico; y

comparar dicha primera relacion y dicha segunda relacion.

Ademas, los productos de la serie de reacciones de coamplificacion se pueden combinar y amplificar en una
segunda ronda utilizando pares de cebadores que reconocen cada producto DN y DC de la primera ronda de
amplificacion y que también tienen un cebador con codigo de barras especifico del gen y un cebador universal en el
extremo 5' para facilitar la secuenciacién.

Breve descripcion de los dibujos

La patente o el archivo de solicitud pueden contener uno o mas dibujos ejecutados en color y/0 una o mas
fotografias. La Oficina de Patentes proporcionara copias de esta patente o publicacion de solicitud de patente con
dibujo(s) a color y/o fotografia(s) previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

Figura 1: ADNg A549 valorado con relacion a la mezcla ICA. Grafico que muestra la valoracion de una mezcla de
controles internos de amplificacion (IAC) competitivos aproximadamente equimolares en relacion con una cantidad
fija de entrada de ADN gendémico (ADNg) de 100 000 copias en cada PCR mudltiple. En el eje X se representa la
cantidad inicialmente estimada de cada IAC en la mezcla equimolar. El eje Y representa la frecuencia de eventos de
secuenciacion (lecturas) observados para cada plantilla natural dividida por la suma de las frecuencias de lectura
para la plantilla natural y su respectivo IAC competitivo.

Figuras 2A-2F: Graficos que muestran la valoracién de una mezcla de controles internos de amplificacion (IAC)
competitivos aproximadamente equimolares en relacion con: figura 2A) una cantidad de entrada fija de 100 000
copias de ADN genomico (ADNg) en PCR multiple, o de 11 ng de material de ADNc de ARN transcrito inversamente
de muestras SEQC: figura 2B) A-RT1, figura 2C) A-RT2, figura 2D) B, figura 2E) C y figura 2F) D, en cada PCR
multiple. En el eje X se representa la cantidad inicialmente estimada de cada IAC en la mezcla equimolar. El eje Y
representa la frecuencia de eventos de secuenciacion (lecturas) observados dividida por la suma de las frecuencias
de lectura para la plantilla natural y su respectivo IAC competitivo.

Figura 3: Graficos que muestran el analisis de la exactitud del ensayo. Los valores medidos para la muestra SEQC
C-RT1 se compararon con los valores esperados (% de diferencia) en base a los valores de las muestras SEQC Ay
B. La diferencia porcentual entre la sefial predicha C' y la sefial del ensayo real C se usé como una indicacién de la
exactitud relativa (ER) del ensayo. Una puntuacién de ER AC para un gen diana se defini6 como (C-C'/C"),
respectivamente. Se presentan el valor medio de ER (linea), los cuartiles de la mediana (recuadro), la desviacion
estandar (bigotes) y los valores atipicos. El valor medio de ER fue muy cercano al valor estimado. Solo ciertos
ensayos tienen una ER con una diferencia superior al 25 % con respecto a la media.

Figura 4A: Gréafico que muestra las dianas génicas (n = 88) medidas entre las muestras SEQC ART1, B, C en las
que se evalud la expresioén diferencial (ED) entre genes; es decir, si su ED experimentaba un cambio de entre 1,5y
3,0 veces, entre 2 y 3 veces, entre 3 y 5 veces, entre 5y 10 veces o0 mas de 10 veces. El control para el cambio
falso positivo 0 negativo se evalué comparando SEQC A-RT1 frente a SEQC A-RT2.

Figura 4B: La tabla 1 presenta las estadisticas resumidas de la expresion diferencial en la muestra C en
comparacioén con las esperadas en base a las muestras Ay B.

Figura 5: Gréaficos que muestran la reproducibilidad del ensayo entre transcripciones inversas. Se midieron dos
transcripciones inversas de la muestra SEQC A (RT1 frente a RT2) para la expresion de 119 dianas génicas que
superaron con éxito los criterios de rendimiento de la figura 1.

Figura 6: Grafico que muestra los mismos datos que en la figura 3 y la figura 4. Mediciones esperadas en la muestra
C (eje x) frente a mediciones observadas (eje y). La transcripcién inversa de la muestra SEQC C se midié para la
expresion de 119 dianas génicas que superaron con éxito los criterios de rendimiento de la figura 1. De las 119
dianas génicas, 88 tenian R® > 0,95 para el ajuste de la curva de la ecuacion de la pendiente para determinar el
punto de equivalencia y la concentracién de cada diana (eje y) (figura 2).

Figura 7: Gréafico que muestra la convergencia y el aumento de la uniformidad de 97 dianas génicas de la figura 5.
En el eje X se representan los datos de la figura 5 en proporcion a la plantilla de mayor abundancia. En el eje Y se
representa la proporcién real de lecturas de secuenciacién en las que esta la diana génica en proporcién a la
plantilla de secuencia mas alta.
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Figura 8: Grafico que muestra la curva ROC para detectar un cambio de > 3 veces para la secuenciacion de ARN
(RNA-Seq) utilizando la plataforma lllumina de Bullard et al. BMC Bioinformatics 2010, 11:94.

Figura 9: Proporciona una ilustracién esquemadtica de una mezcla maestra de PCR con una mezcla de controles
internos de amplificacion (IAC).

Figuras 10-11: Graficos que muestran la valoracién de una mezcla de controles internos de amplificacion contra
ADNg y ADNc de SEQC.

Figura 12: Gréafico que muestra la misma secuenciacion de réplicas de preparacion de biblioteca (intrasitio), en el
que el eje X = 1,8 millones de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 3,0 millones de lecturas de secuenciacion.

Figura 13: Grafico que muestra la preparacion de una biblioteca separada secuenciada (intrasitio), en el que el eje X
= 2,6 millones de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 4,8 millones de lecturas de secuenciacion.

Figuras 14A-14B: Graficos que muestran la prediccion de la medicion de las muestras C y D en base a las
mediciones de las muestras A y B (intrasitio); en los que el eje X = 15,2 millones de lecturas de secuenciacion y el
eje Y = 4.9 millones de lecturas de secuenciacion.

Figura 15: Grafico que muestra la comparacion entre laboratorios de las mediciones (intersitio), es decir,
preparaciones de bibliotecas separadas secuenciadas en diferentes sitios (intersitio), en el que el eje X = 2,6
millones de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 0,4 millones de lecturas de secuenciacion.

Figuras 16A-16B: Graficos que muestran la curva ROC para detectar con exactitud los cambios basados en la figura
13 (resultado 4), que muestran la curva ROC para la expresion diferencial basada en la figura 14 (resultado 4).

Figura 17: Gréafico que muestra la preparaciéon de una biblioteca basada en PCR en la que las concentraciones de
dianas naturales convergen, reduciendo la profundidad de lectura requerida.

Figuras 18A-18B: Flujo de trabajo y analisis de datos de la secuenciacion de ARN estandarizada (STARSEQ)
Figuras 19A-19C: STARSEQ reduce el sobremuestreo sin compresion de sefales.

Figuras 20A-20B: STARSEQ reduce las lecturas de secuenciacion requeridas hasta 10 000 veces.

Figuras 21A-21E: Rendimiento de STARSEQ con materiales de referencia ERCC.

Figuras 22A-22F: Rendimiento de STARSEQ con dianas de ADNc enddgeno.

Figuras 23A-23B: Comparacién de plataformas de STARSEQ con respecto a gqPCR TagMan y a RNA-Seq lllumina.
Figura 24: Representacion de las diferencias entre las mediciones de TagMan y de STARSEQ.

Figura 25: Representacion de las diferencias entre las mediciones de RNA-Seq lllumina y de STARSEQ.

Figura 26: Rendimiento del ensayo.

Figura 27: "Negativo verdadero" en STARSEQ frente a TagMan y RNA-Seq.

Figura 28: Desviacion estandar de las mediciones de ERCC.

Descripcion detallada

En el presente documento se describen métodos para evaluar acidos nucleicos, y aplicaciones y métodos
comerciales que emplean dichas composiciones y métodos. Algunos aspectos de la presente divulgacion se refieren
a mejoras con respecto a Willey y Willey et al., las patentes de EE.UU. n.? 5.043.390; 5.639.606; 5.876.978 y
7.527.930.

Meétodos para evaluar un acido nucleico

En el presente documento se describen métodos para evaluar cantidades de un acido nucleico en una muestra. En
algunos modos de realizacién, el método permite medir pequefias cantidades de un &cido nucleico, por ejemplo, en
el que el acido nucleico se expresa en bajas cantidades en una muestra, en el que pequefias cantidades del acido

nucleico permanecen intactas y/o en el que se proporcionan pequefias cantidades de una muestra.

"Muestra bioldgica", tal como se usa en el presente documento, se puede referir a material recogido para su analisis,
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por ejemplo, un hisopo de cultivo, una pizca de tejido, una extraccién de biopsia, un vial de un liquido corporal, por
ejemplo, saliva, sangre y/u orina, etc., que se obtiene con fines de investigacion, diagndstico o de otra indole de
cualquier entidad biolégica.

Muestra también se puede referir a cantidades tipicamente recogidas en biopsias, por ejemplo, biopsias
endoscopicas (usando cepillo y/o férceps), biopsias aspirativas con aguja (que incluyen biopsias aspirativas con
aguja fina), asi como cantidades proporcionadas en poblaciones de células clasificadas (p. ej., poblaciones de
células clasificadas por flujo) y/o materiales microdiseccionados (por ejemplo, tejidos microdisecados capturados por
laser). Por ejemplo, las biopsias de lesiones sospechosas de cancer en el pulmén, mama, préstata, tiroides y
pancreas comunmente se realizan mediante aspiracion con aguja fina (FNA), la médula 6sea también se obtiene
mediante biopsia y los tejidos del cerebro, del embrién en desarrollo y de modelos animales se pueden obtener
mediante muestras microdiseccionadas capturadas con laser.

"Entidad biolégica", tal como se usa en el presente documento, se puede referir a cualquier entidad capaz de
albergar un acido nucleico, incluyendo cualquier especie, por ejemplo, un virus, una célula, un tejido, un cultivo in
vitro, una planta, un animal, un sujeto que participa en un ensayo clinico y/o un sujeto al que se le diagnostica o trata
una enfermedad o afeccién.

"Muestra", tal como se usa en el presente documento, se puede referir al material de muestra biolégica usado para
un ensayo, reaccion, ejecucion, estudio y/o experimento dado. Por ejemplo, una muestra puede comprender una
alicuota del material de muestra bioldgica recogido, hasta e incluyendo toda la muestra biolégica. Tal como se usa
en el presente documento, los términos ensayo, reaccion, ejecucién, estudio y/o experimento se pueden usar
indistintamente.

La muestra biolégica recogida puede comprender menos de aproximadamente 100 000 células, menos de
aproximadamente 10 000 células, menos de aproximadamente 5000 células, menos de aproximadamente 1000
células, menos de aproximadamente 500 células, menos de aproximadamente 100 células, menos de
aproximadamente 50 células o menos de aproximadamente 10 células.

La valoraciéon, evaluacién y/o medicion de un acido nucleico se pueden referir a proporcionar una medida de la
cantidad de un acido nucleico en una muestra bioldgica y/o muestra, por ejemplo, para determinar el nivel de
expresion de un gen. En algunos modos de realizacion, proporcionar una medida de una cantidad se refiere a
detectar una presencia o ausencia del &cido nucleico de interés. En algunos modos de realizacion, proporcionar una
medida de una cantidad se puede referir a cuantificar una cantidad de un acido nucleico, por ejemplo, proporcionar
una medida de la concentracion o nivel de la cantidad del acido nucleico presente. En algunos modos de realizacion,
proporcionar una medida de la cantidad de acido nucleico se refiere a enumerar la cantidad del acido nucleico, por
ejemplo, indicar un nimero de moléculas del acido nucleico presente en una muestra. El "acido nucleico de interés"
se puede denominar acido nucleico "diana" y/o un "gen de interés", por ejemplo, un gen que se esta evaluando se
puede denominar gen diana. El nimero de moléculas de un acido nucleico también se puede denominar nimero de
copias del acido nucleico encontradas en una muestra y/o muestra biologica.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico" se puede referir a una forma polimérica de nucleétidos y/o
moléculas de tipo nucleétido de cualquier longitud. En ciertos modos de realizacién, el acido nucleico puede servir
como plantilla para la sintesis de un acido nucleico complementario, por ejemplo, mediante incorporacion
complementaria de bases de unidades de nucleétidos. Por ejemplo, un acido nucleico puede comprender ADN de
origen natural, por ejemplo, ADN genémico; ARN, por ejemplo, ARNm, y/o puede comprender una molécula
sintética, que incluye pero no se limita a ADNc y moléculas recombinantes generadas de cualquier manera. Por
ejemplo, el acido nucleico se puede generar a partir de sintesis quimica, transcripcién inversa, replicacién de ADN o
una combinacion de estos métodos de generacion. El enlace entre las subunidades se puede proporcionar mediante
fosfatos, fosfonatos, fosforamidatos, fosforotioatos o similares, o mediante grupos no fosfato, tales como, pero sin
limitacion, enlaces de tipo péptido utilizados en &cidos peptidonucleicos (PNA). Los grupos de enlace pueden ser
quirales o aquirales. Los polinucleétidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, que abarca moléculas
monocatenarias, bicatenarias y de triple hélice que pueden ser, por ejemplo, ADN, ARN o moléculas hibridas de
ADN/ARN.

Una molécula de tipo nucleétido se puede referir a un resto estructural que puede actuar sustancialmente como un
nucleétido, por ejemplo, exhibiendo complementariedad de bases con una 0 mas de las bases que se producen en
el ADN o ARN y/o siendo capaz de incorporar bases complementarias. Los términos "polinucle6tido”, "molécula de
polinucleétido”, "molécula de acido nucleico", "secuencia de polinucleétido” y "secuencia de &cido nucleico" se
pueden usar indistintamente con "acido nucleico" en el presente documento. En algunos modos de realizacion
especificos, el acido nucleico que se ha a medir puede comprender una secuencia correspondiente a un gen

especifico.

En algunos modos de realizacion, la muestra bioldgica recogida comprende ARN que se va a medir, por ejemplo,
ARNm expresado en un cultivo de tejido. En algunos modos de realizacién, la muestra biologica recogida
comprende ADN que se ha a medir, por ejemplo, ADNc transcrito inversamente a partir de transcritos. En algunos
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modos de realizacion, el acido nucleico que se ha a medir se proporciona en una mezcla heterogénea con otras
moléculas de &cido nucleico.

El término "plantilla natural”, tal como se usa en el presente documento, se puede referir al acido nucleico obtenido
directa o indirectamente de una muestra biolégica que puede servir como una plantilla para la amplificacién. Por
ejemplo, se puede referir a moléculas de ADNc, que corresponden a un gen cuya expresion se ha a medir, en el que
el ADNc se amplifica y se cuantifica.

El término "cebador" se refiere en general a un acido nucleico capaz de actuar como un punto de iniciacion de la
sintesis a lo largo de una hebra complementaria cuando las condiciones son adecuadas para la sintesis de un
producto de extensién del cebador.

Descripcion general del método

La preparacion de una biblioteca de secuenciacién implica la combinacién de algunas de las siguientes etapas o de
todas ellas: 1) fragmentacion de acido nucleico; 2) clonacion in vivo, que sirve para unir secuencias adaptadoras de
acidos nucleicos flanqueantes; 3) union de adaptadores in vitro; 4) adicion de adaptadores basada en PCR; y, 5)
tecnologia de tipo sonda de inversion unimolecular con o sin relleno de polimerasa, y unién de la sonda para
capturar la secuencia mediante circularizacion, con el adaptador contenido dentro de la secuencia de la sonda.

La definicion de "adaptador de acido nucleico" es que el "adaptador de acido nucleico" puede servir como cualquiera
o todos de los siguientes: a) el sitio de reconocimiento del cebador de secuenciacion, b) la secuencia de codigo de
barras de nucleotidos para descircunvolucionar la muestra que fue preparada para secuenciaciéon durante el analisis,
y c) el sitio de acido nucleico universal que permite la amplificacion de mdltiples plantillas, o la adicion adicional de
secuencias de cola de fusion a través de la amplificacién.

La biblioteca de secuenciacion preparada a partir de una 0 més de las etapas 1-5 anteriores se analiza entonces en
un instrumento de secuenciacién y se secuencia una muestra representativa de la biblioteca. Se cuenta el nimero
de veces que se observa cada diana Unica de acido nucleico y se evalla la proporcién relativa entre recuento de
cada diana Unica de &acido nucleico. Esta proporcion relativa, sin embargo, no representa la verdadera
proporcionalidad de la abundancia entre cada diana Unica de acido nucleico en la muestra original.

Esta pérdida de representacion original es un artefacto técnico (por ejemplo, error, sesgo) de las etapas 1-5.
Ademas, este error no es sistematico, es decir, no tiene la misma cantidad de sesgo, entre al menos los siguientes
errores: i) etapas de preparaciéon de la biblioteca (1-5 anteriores); ii) réplicas de la biblioteca de secuenciacion; iii)
diferentes tiempos de réplicas; iv) diferentes técnicos preparan la biblioteca; y/o, v) preparar la biblioteca en un
laboratorio diferente.

Dado que este error no sistematico en cuanto a la proporcién de acido nucleico, en efecto, se dirige a los errores (i-
v), cualquier comparacion de los resultados entre las preparaciones de la biblioteca para la misma muestra es
propensa a error, lo que limita la aplicaciéon de la secuenciacion como una herramienta de para medir copias de
acido nucleico de forma econdmica vy fiable.

Un modo de realizacién descrito en el presente documento es un método que utiliza una mezcla de un nimero
conocido (es decir, abundancia, concentracién y/o cantidad) de moléculas de acido nucleico patrén interno
correspondientes a dianas Unicas de &cido nucleico (también definidas como "diana natural" o DN) que se han de
mezclar en una muestra de acido nucleico antes de la preparacion de la biblioteca para secuenciacion, o antes de la
secuenciacion (si no se requiere la preparacion de la biblioteca).

Cada diana de acido nucleico es similar a su respectivo patron interno, con la excepcién de uno o mas cambios en la
secuencia de acido nucleico. Estas diferencias entre la diana natural y el patrdn interno son identificables con la
secuenciacion, y pueden incluir deleciones, adiciones o alteracién del orden o la composiciéon de los nucleétidos
utilizados.

Mediante la introduccion de patrones internos en una muestra de dianas de acido nucleico antes de la preparacion
de la biblioteca, el error no sistematico introducido en las etapas 1-5 (asi como el sesgo especifico del instrumento
secuenciador) es experimentado por la diana natural y por el patron interno de manera similar.

Al final de la secuenciacién, la proporcion de eventos de secuenciacién (es decir, observaciones, recuentos,
lecturas) entre la diana natural y su respectivo patron interno se evalla, junto con el numero original de entrada de
moléculas de acido nucleico patrén interno en la muestra antes de la preparacion de la biblioteca, para determinar
de manera cuantificable la cantidad original de cada diana natural en la muestra original antes de la preparacion de
la biblioteca y la secuenciacion.

Dado que la inclusién del patrén interno controla por tanto el error y los cambios relativos en proporcién entre dianas
naturales durante las etapas 1-5 y la posterior secuenciacién, el método descrito en el presente documento también
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permite amplificar preferentemente (es decir, enriquecer) las dianas naturales de baja abundancia con respecto a las
dianas naturales de mayor abundancia durante la preparacion de la biblioteca. Esta amplificacion o enriquecimiento
preferente se puede aprovechar de modo que, al final de la preparacién de la biblioteca de secuenciacién, la
proporcion relativa entre cada diana natural Unica convergira hacia una abundancia equimolar (es decir, uniforme) en
la biblioteca. Esto da como resultado una cobertura mas uniforme de la profundidad de secuenciacién entre dianas
naturales. Y, dado que el patron interno también experimenta la amplificacién o enriquecimiento preferente, este
método permite determinar de forma cuantificable la cantidad original de cada diana natural en la muestra original
antes de la preparacion de la biblioteca.

En un ejemplo no limitante, por cada reduccion de 10 veces en la profundidad de la proporcion entre dianas
naturales se consigue una reduccion de aproximadamente 10 veces en el coste de la secuenciacion directa, ya que
se requieren 10 veces menos lecturas de secuenciacion.

La adicion de una mezcla de patrones de acido nucleico antes de la preparacién de la biblioteca de secuenciacion (o
antes de la secuenciacion si no se requiere la preparacion de la biblioteca) proporciona asi una cuantificacion exacta
de las dianas naturales en el punto final con la secuenciacion.

El uso de una mezcla estandarizada de patrones internos de &cido nucleico permite una comparacion directa de los
resultados entre laboratorios para el diagndstico molecular de acido nucleico y otros resultados de secuenciacion
cuantitativos.

Ademas, la adicion adicional de patrones internos permite la convergencia de la abundancia de dianas naturales,
reduciendo asi los costes de la secuenciacién directa por la normalizacion de la proporcién de las abundancias de
las dianas naturales entre si.

La inclusiébn de una mezcla de &cido nucleico patron interno de cantidad conocida (es decir, abundancia,
concentracién y/o niumero) durante la preparacion de la biblioteca proporciona ciertas ventajas. Dado que se podria
desconocer cudl de las etapas 1-5 o la secuenciacion podria introducir el error, el presente método reduce este
sesgo, permitiendo asi la comparacion de resultados entre bibliotecas y entre laboratorios y, al mismo tiempo,
proporcionando la capacidad de reducir el coste de la secuenciacion directa a través de la convergencia de
concentracién de las dianas de acido nucleico.

En ciertos modos de realizaciéon, el método descrito en el presente documento incluye un nimero conocido de
moléculas de patron interno para cada gen que se ha a medir en la muestra de acido nucleico antes de la
secuenciacion, o antes de la preparacion de la biblioteca para la secuenciacion.

La preparaciéon de una mezcla estandarizada de patrones internos puede ser utilizada por mdultiples laboratorios,
aumentando asi la fiabilidad de la mediciéon de cada gen diana y aumentando la reproducibilidad de la medicién
entre experimentos y entre laboratorios. La medicién del nimero de copias para cada acido nucleico con respecto a
un numero conocido de copias de sus respectivas moléculas patrén interno dentro de una mezcla estandarizada de
patrones internos, y el uso de misma mezcla estandarizada de patrones internos en diversos experimentos y
laboratorios, aumenta asi la fiabilidad y el control de calidad al controlar la variacién introducida por la preparacion
de la biblioteca de secuenciacion.

El método descrito en el presente documento utiliza una transcripcion inversa especifica de genes y/o una PCR para
la preparacion de la biblioteca para la cuantificacion mediante secuenciacion. La optimizacion de la PCR permite la
multiplexacion de hasta 100, 300, 500, 1000 o mas genes para producir suficiente producto de PCR de cada gen
diana para la cuantificacién mediante secuenciacion. La optimizacion de la PCR puede generar una convergencia de
la representacion inicial de los transcritos entre genes de 10 veces, 100 veces, 1000 veces, 10 000 veces 0 mas,
mientras se mantiene la capacidad de cuantificar la representacion inicial relativa de los transcritos a través de la
medicién de cada gen con respecto a su patrdn interno respectivo. Por lo tanto, la inclusién de un nimero conocido
de copias de patrones internos en la muestra antes de la preparacién de la biblioteca (o antes de la secuenciacion si
no se requiere la preparacion de la biblioteca) controla los cambios posteriores en la representacion de los
transcritos. Ahora es posible optimizar la convergencia entre genes sin perder la informacion relativa a la
representacion inicial. Por ejemplo, puede haber una convergencia de mas de 1000 veces, lo que resulta en una
reduccion del requisito de "lectura” de 10 000 000 a 10 000.

Ademas, en algunos de los métodos descritos en el presente documento en los que cada chip para un tipico
secuenciador de nueva generacion permite realizar 10 millones de lecturas, este resultado permite aumentar el
nuamero de muestras analizadas/chip de 1 a 1000. Actualmente, dado que un chip para un secuenciador tipico
cuesta 1000 $, el coste del chip/muestra se reduce de aproximadamente 1000 $ a aproximadamente 1,00 $.

Ademas, los transcritos raros se puede medir con significacién estadistica. Por ejemplo, se puede determinar el
nimero de copias de un acido nucleico correspondiente a un transcrito génico, por ejemplo, el numero de
copias/célula, en el que el gen se expresa en un bajo nimero de copias. La enumeracién de menos de
aproximadamente 1000 moléculas puede permitir la medicion de menos de aproximadamente 10 copias/célula de al
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menos 100 transcritos génicos diferentes en una pequefia muestra biolégica. Los métodos son capaces de medir y/o
enumerar menos de aproximadamente 10 copias/célula de al menos 100 transcritos génicos diferentes en una
pequefia muestra biolégica.

En todavia algunos de los métodos descritos en el presente documento se pueden obtener mas mediciones de una
muestra bioldgica y/o muestra dada, por ejemplo, del tamafio normalmente utilizado para medir que escasas copias
de un &cido nucleico correspondiente a un gen. Por ejemplo, la practica de algunos métodos permite medir y/o
enumerar menos de aproximadamente 100, menos de aproximadamente 50, menos de aproximadamente 20,
menos de aproximadamente 10, menos de aproximadamente 8 0 menos de aproximadamente 5 copias/célula de al
menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 80, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 150 o al menos
aproximadamente 200 acidos nucleicos diferentes en una muestra, por ejemplo, correspondientes a diferentes
transcritos génicos.

El material expresado puede ser enddgeno a la entidad bioldgica, por ejemplo, los transcritos de un gen expresado
de forma natural en un tipo de célula dado, o el material expresado que se ha a medir puede ser de naturaleza
exogena. Por ejemplo, los métodos se pueden usar para cuantificar genes transfectados después de una terapia
génica y/o un gen indicador en ensayos de transfeccion transitoria, por ejemplo, para determinar la eficacia de la
transfeccion.

Ejemplos

El método de preparacién de la biblioteca de NGS basada en PCR incorpora controles internos de amplificacion
(IAC) competitivos. Este método controla la mayoria de los errores no sistematicos introducidos durante la
preparacion de la biblioteca de NGS y permite la comparacion entre laboratorios de los datos de NGS cuantitativa
(gNGS).

El IAC competitivo controla por lo tanto el error no sistematico en la preparacion de la biblioteca de NGS basada en
PCR al compartir sitios de cebado idénticos con una plantilla de acido nucleico natural de interés a fin de imitar la
cinética de la diana natural en la reaccion de PCR vy, por lo tanto, al controlar la variacién en la eficiencia de la PCR
especifica de la diana.

En los métodos descritos en el presente documento, dado que el IAC competitivo experimenta la misma cinética que
una plantilla de &cido nucleico natural, la relacion proporcional de las lecturas de secuenciacion de la diana natural
con respecto a su IAC competitivo respectivo no cambia durante la preparacion de la biblioteca de NGS.

Por otra parte, si se conoce la concentracion de IAC competitivos colocado en la preparacién de la muestra, ahora
es posible calcular con exactitud la abundancia original de moléculas de acido nucleico natural que estaba presente
al comienzo de la preparacion de la biblioteca de NGS.

Como un ejemplo, cuando varios laboratorios utilizan la misma mezcla de IAC competitivos en mdltiples estudios
diferentes, cada uno de los multiples laboratorios ha mostrado que sus resultados son concordantes.

Por lo tanto, el uso de IAC competitivos en la preparacion de la biblioteca de NGS basada en PCR permite analisis
multiplexados altamente rentables de multiples dianas de acido nucleico en multiples muestras con un alto grado de
exactitud y reproducibilidad.

Un beneficio adicional de incorporar IAC competitivos es que los protocolos que dan como resultado la
normalizacién (es decir, la convergencia) de cada diana natural hacia la concentracion equimolar (es decir,
uniforme), tales como PCR muiltiple, se pueden implementar utilizando dicho método.

Se debe entender que con la normalizacion de las concentraciones de las plantillas, ahora es posible que la
abundancia entre las plantillas de acidos nucleicos naturales pueda variar en mas de un millon de veces. En el
pasado, la plantilla de acido nucleico natural mas altamente representada se sobremuestrearia innecesariamente y
se secuenciaria diez millones de veces para secuenciar la plantilla de &cido nucleico menos representada (por
ejemplo, al menos diez veces para detectar con exactitud un cambio de 2 veces (Potencia = 80 %); Tasa de error
tipo 1 = 0,05)). Sin embargo, el uso del método de IAC competitivos descrito en el presente documento proporciona
normalizaciéon en la representacién de los analitos diana, pero aun retiene informacién cuantitativa de la
representacion original de las dianas de alta y baja abundancia con un nimero bajo de lecturas de secuenciacion. La
reduccion en el sobremuestreo de dianas de acidos nucleicos sobrerrepresentadas da como resultado un reducido
coste y error de muestreo estocastico asociado con la secuenciacion profunda.

Ejemplo 1

PCR multiple con IAC competitivos para la preparacion de la biblioteca de NGS y la medicién posterior de la
abundancia de acidos nucleicos
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Se obtuvieron grupos de valoracién de ARN como material de referencia utilizado en el proyecto de control de
calidad de secuenciacién (SEQC) patrocinado por la FDA (en el que ya se ha medido la abundancia de acidos
nucleicos mediante multiples plataformas de gPCR, Microarray y NGS en una variedad de condiciones).

Las bibliotecas de NGS se prepararon a partir del material de referencia sometido a transcripcion inversa utilizando
PCR multiple en presencia de cebadores e IAC competitivos para 150 dianas génicas.

La preparacién de la biblioteca de NGS se evalué usando PCR multiple con IAC competitivos para la
reproducibilidad de la medicion de la abundancia de acidos nucleicos en sitios de ensayo individuales, entre
laboratorios, y en diferentes plataformas de medicion de acidos nucleicos.

Los costes y ventajas de la PCR multiple con IAC competitivos para la preparacion de la biblioteca de NGS se
compararon con un protocolo cominmente empleado de preparacién de bibliotecas de NGS basada en Illlumina y en
gPCR TagMan para medir con exactitud la abundancia de acidos nucleicos en un entorno clinico.

Meétodos y resultados

Se disefiaron cebadores directos e inversos que corresponden a 101 regiones de pares de bases (es decir,
amplicon) para cada uno de los 150 genes transcritos de manera Unica en el genoma humano. Cada cebador se
disefd con una temperatura de fusién uniforme de 68 °C. Cada cebador también contenia una secuencia de cola
universal que se puede usar para PCR de multiples plantillas, tal como se usa en la adicion de secuencias de codigo
de barras y secuencias de adaptador de secuenciacion después de la PCR multiple inicial. Estos cebadores fueron
sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) y se combinaron en una relaciéon equimolar, y se diluyeron a una
concentracién de trabajo final de 50 nM de cada cebador. Una mezcla correspondiente de 150 controles internos de
amplificacion (IAC) competitivos, cada uno con 101 bases de longitud, fue sintetizada por Integrated DNA
Technologies (IDT). Cada uno de los IAC competitivos contenia sitios de cebado especificos de la diana idénticos a
sus respectivas dianas de plantilla de acido nucleico natural. Dentro de estos sitios idénticos de cebado directo e
inverso se encontraron seis cambios de nucleétidos en la porcién interna de la secuencia, que permitian diferenciar
un IAC competitivo de su diana natural correspondiente durante el analisis de datos posterior a la secuenciacion.

IDT combiné cada IAC competitivo en una mezcla a una concentracion aproximadamente equimolar con respecto al
resto. Debido a que la mezcla de IAC competitivos puede no haberse obtenido en una relaciéon 1:1 exacta, la
abundancia absoluta de copias de cada uno de los IAC competitivos y su proporcion en relacion con el resto para
cada uno de los 150 IAC competitivos se determinaron mediante valoracion con respecto a una cantidad conocida
de material de referencia de ADN gendmico (ADNg). El material de referencia de ADN gendmico puede servir como
un reactivo de normalizacién, ya que entre cada una de las secuencias gendmicas Unicas existe una proporcion uno
a uno con respecto al resto en todo el genoma. Por lo tanto, las diferencias percibidas en la concentracién de IAC
competitivos cuando se valora frente a ADNg indican en realidad una diferencia sistematica en la proporciéon que
existe entre los IAC competitivos en la mezcla. Esta diferencia sistematica viene determinada por la valoracién frente
a una cantidad fija de ADNg y siempre se aplica a futuros calculos y mediciones obtenidas usando ese lote 0 mezcla
particular de IAC (figura 1).

La figura 1 muestra la valoracién de una mezcla de controles internos de amplificacion (IAC) con respecto a una
cantidad fija de entrada de ADNg de 100 000 copias en cada PCR mudiltiple. En el eje Y se representa la frecuencia o
proporcion de lecturas naturales observadas dividida por la suma de las lecturas naturales y sus respectivas lecturas
de IAC competitivos. En el eje X se muestra la cantidad inicialmente estimada de cada diana en una mezcla
aproximadamente equimolar de IAC competitivos. Se introdujeron 10 diluciones que van desde 10 000 000 de
copias de cada IAC (log10 de concentracion = 0) hasta 1000 (log10 de concentracién = -2) copias en cada una de
las 10 reacciones para generar la curva mostrada. De los 150 conjuntos de cebadores disefiados, IAC competitivos y
las respectivas dianas naturales, 119 se valoraron con una bondad de ajuste (R®> 0,95). Mas de un 95 % de los IAC
competitivos estaba dentro de un intervalo de 10 veces el punto de equivalencia esperado, (Natural)/(Natural + IAC)
= 0,5, cuando se diluyé a 100 000 copias (10 000 000 copias iniciales de IAC diluidas a 100 000, o Log10 de
concentracién de -2, es decir, 100 veces con respecto a 10 000 000). La nueva concentraciéon sirvi6 como la
concentracion real para cada uno de los 119 ensayos realizados en la mezcla de IAC competitivos y sirvi6 como
referencia de exactitud absoluta (es decir, exactitud verdadera) en ug.

Por lo tanto, después de probar los 150 ensayos contra la mezcla valorada de IAC con una cantidad fija de ADNg, se
determind que 119 de los 150 ensayos tenian suficientes caracteristicas de rendimiento (representacion de Hill, R® >
0,95). Estas correcciones se aplicaron posteriormente a todas las mediciones futuras realizadas con esta mezcla de
IAC.

La Fase Ill del proyecto MAQC, también conocido como el proyecto de Control de Calidad de Secuenciacién
(SEQC), generé cuatro grupos de dos tipos de muestras de ARN: ARN de referencia humano universal (UHRR) de
Stratagene y un ARN de referencia de cerebro humano (HBRR) de Ambion. Los cuatro grupos incluyeron las dos
muestras de ARN de referencia, asi como dos mezclas de las muestras originales: Muestra A, 100 % de UHRR,;

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2675618 T3

Muestra B, 100 % de HBRR; Muestra C, 75 % de UHRR y 25 % de HBRR; y Muestra D, 25 % de UHRR y 75 % de
HBRR. Esta combinaciéon de fuentes de ARN biolégicamente diferentes y diferencias de valoracion conocidas
proporcioné un método para evaluar la exactitud de una plataforma basada en los genes expresados
diferencialmente detectados. Se usaron alicuotas de diez (10) ug de estos grupos de ARN para las muestras A, B, C
y D.

Cada uno de los materiales de referencia de los grupos de valoracion de ARN (muestras A, B, C, D) se sometieron a
transcripcion inversa, como se describe en Canales et al., 2006, con la excepcién de que la transcriptasa inversa
Superscript Il de Invitrogen se utilizé en lugar de la transcriptasa inversa MMLV y de que se coloco 1 ug de ARN en
cada reaccion de transcripcion inversa. Ademas, la muestra A se transcribidé de forma inversa dos veces a partir de
dos preparaciones separadas de mezcla maestra de transcripcion inversa, con el fin de determinar la varianza
introducida por la transcripcion inversa en la preparacion de la biblioteca de secuenciacion.

Se anadi6 un (1) ul de cada uno de estos 5 grupos de valoracion de ARN transcritos de forma inversa de ADNc
(muestras A-RT1, A-RT2, B, C y D) en 1 de 12 reacciones de PCR muiltiple que contenian una mezcla de diluciones
en serie de una mezcla de controles internos de amplificacion (IAC) competitivos que representa 150 dianas. Estas
12 diluciones en serie de mezclas de IAC competitivos van desde 107 copias cargadas hasta 103. Se consumié un
total de 12 ul de cada muestra durante la PCR multiple, lo que corresponde a ~133 ng de ARN en total para cada
muestra.

La concentracién a la que el material natural estaba a la misma concentracion que el IAC competitivo (es decir, el
punto de equivalencia) para cada diana génica se determiné en cada material de referencia transcrito de forma
inversa (muestras SEQC A-RT1, A-RT2, B, C y D) y se determiné usando la ecuacion de Hill (figura 2).

El grafico de la figura 2 muestra la valoracién de una mezcla de controles internos de amplificacion (IAC) con
respecto a una cantidad fija de 100 000 copias de ADNg, u 11 ng de material de ADNc de ARN transcrito de forma
inversa (muestras SEQC A-RT1, A-RT2, B, C y D), introducidos en cada PCR muiltiple. En el eje Y se representa la
frecuencia o proporcion de lecturas naturales observadas dividida por la suma de las lecturas naturales y sus
respectivas lecturas de IAC competitivos. En el eje X se muestra la cantidad inicialmente estimada de cada diana en
una mezcla aproximadamente equimolar de IAC competitivos. Se introdujeron diluciones que van desde 10 000 000
de copias de cada IAC (log10 de concentracion = 0) hasta 1000 (log10 de concentracién = -2) copias en cada una de
las 10 reacciones para generar la curva anterior.

Dado que las muestras C y D representan una valoracién cruzada conocida entre muestras A y B, se evalud la
exactitud de la plataforma de genes expresados diferencialmente (figura 3). Los valores medidos para la muestra
SEQC C-RT1 se compararon con los valores esperados (% de diferencia) en base a los valores de las muestras
SEQC A y B. La diferencia porcentual entre la sefnal predicha C' y la sefial del ensayo real C se usé como una
indicacion de la exactitud relativa (ER) del ensayo. Una puntuacién de ER AC para un gen diana se definié como (C-
C'/C"), respectivamente. La distribucion de la diferencia porcentual de la puntuaciéon de ER esperada para cada gen
se presenta en un diagrama de cajas para qNGS estandarizada (n = 88) y RT-PCR estandarizada (n = 201). Los
componentes del diagrama de cajas son: linea horizontal, mediana; caja, rango intercuartil; bigotes, rango intercuartil
de 1,5x; cuadrados negros, valores atipicos.

Las dianas génicas (n = 88) medidas entre las muestras SEQC A-RT1, B, C se evaluaron para la expresion
diferencial (ED) intergénica (figura 4A); la ED experimentaba un cambio de entre 1,5y 3,0 veces, entre 2 y 3 veces,
entre 3y 5 veces, entre 5y 10 veces o mas de 10 veces El control para el cambio falso positivo o negativo se evalué
comparando SEQC A-RT1 frente a SEQC A-RT2. Las estadisticas resumidas que muestran la expresién diferencial
en la muestra C en comparacion con las esperadas basadas en las muestras A y B se muestran en la figura 4B -
tabla 1.

El ensayo de reproducibilidad entre transcripciones inversas se muestra en la figura 5. Se midieron dos
transcripciones inversas de la muestra SEQC A (RT1 frente a RT2) para la expresion de 119 dianas génicas que
superaron con éxito los criterios de rendimiento de la figura 1. De las 119 dianas génicas, 97 tenian R? > 0,95 para el
ajuste de la curva de la ecuacion de la pendiente para determinar el punto de equivalencia y la concentracion de
cada diana (figura 2).

Los mismos datos que en la figura 3 y la figura 4 estan representados en la figura 6. Mediciones esperadas en la
muestra C (eje x) vs. mediciones observadas (eje y). La transcripcién inversa de la muestra SEQC C se midié para la
expresion de 119 dianas génicas que superaron con éxito los criterios de rendimiento de la figura 1. De las 119
dianas génicas, 88 tenian R? > 0,95 para el ajuste de la curva de la ecuacion de la pendiente para determinar el
punto de equivalencia y la concentracién de cada diana (eje y) (figura 2).

La convergencia y la mayor uniformidad de 97 dianas génicas de la figura 5 se muestran en la figura 7. En el eje X

se representan los datos de la figura 5 en proporcion a la plantilla de mayor abundancia. En el eje Y se representa la
proporcion real de lecturas de secuenciacion en las que esta la diana génica en proporcién a la plantilla de
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secuencia mas alta. Tenga en cuenta que la medicién y la exactitud no estan comprimidas (figuras 4-6); sin
embargo, un 75 % de las dianas génicas estan dentro de una abundancia de lecturas de secuenciacion de 10 veces
entre si. Es decir, la profundidad de secuenciacion disminuy6 desde aproximadamente 1000 veces hasta 10 veces.
Esto representa una disminucion de 100 veces en el coste de la secuenciacion directa.

La curva ROC para detectar un cambio de > 3 veces para la RNA-Seq utilizando la plataforma lllumina de Bullard et
al. BMC Bioinformatics 2010, 11:94 se muestra en la figura 8. En comparacién con la figura 4B, esta curva ROC
representa una exactitud de ~75 % de RNA-Seq para detectar un cambio > 3 veces. Mientras tanto, la qNGS
estandarizada descrita en el presente documento tiene una exactitud superior a un 97 % (figura 4B). Se debe
observar que el método de qNGS estandarizada utilizé una profundidad de secuenciacién de 10 veces para detectar
con exactitud un cambio de 3 veces en una diferencia proporcional de 1000 veces entre dianas naturales. Por el
contrario, la secuenciacion de ARN tradicional requeriria 100 veces mas lecturas para llegar a una exactitud similar.
En un ejemplo se utilizaron 5 millones de lecturas de secuenciacién para cuantificar con exactitud 97 genes usando
el método de gNGS estandarizada. En comparacion, la secuenciacion de ARN tradicional habria requerido mas de
500 millones de lecturas para una cuantificacion exacta.

Ejemplo 2

La secuenciacion cuantitativa después de la preparacion de la biblioteca basada en PCR con mezclas de patrones
internos ha mejorado el rendimiento analitico y reducido el coste

Los sesgos no sistematicos introducidos durante la preparacién de bibliotecas de secuenciacién de nueva
generacién (NGS) como la fuente principal de variacion técnica han impedido la aplicacion de la NGS para medir la
abundancia de acidos nucleicos en el entorno clinico.

Los costes de los diagndsticos clinicos actuales por gPCR estan vinculados al coste de la quimica (normalmente
fluorescente) que utilizan, y linealmente relacionados con el nimero de dianas de acido nucleico que estan
interrogando. Ademas, cada diana de ensayo requiere un recipiente de reaccion separado y multiples controles, que
pueden llegar a ser prohibitivamente costosos. Estos costes acumulativos evitan la aparicién de diagnésticos clinicos
mas complejos basados en la medicion de multiples dianas de acidos nucleicos. Las alternativas mas rentables para
la medicién de la abundancia multiplexada de dianas de acidos nucleicos no son tan flexibles para lograr nuevas
dianas de ensayo en linea de forma rentable sin alterar los paneles de genes existentes, 0 no son susceptibles de
estandarizacién y reproducibilidad entre sitios de datos cuantitativos. Mientras que la NGS es susceptible de analisis
cuantitativos rentables altamente multiplexados de multiples muestras de pacientes y dianas de acidos nucleicos,
existe la necesidad de una forma eficiente de permitir la comparacion de resultados cuantitativos de NGS entre
sitios, y de evitar la necesidad de secuenciacién profunda para medir con exactitud la abundancia de &acidos
nucleicos.

En este ejemplo se especifica un protocolo de preparacién de una biblioteca de NGS basada en PCR que incorpora
mezclas de controles internos de amplificacion (IAC) competitivos (es decir, patrones internos) controlado para la
mayoria de los sesgos introducidos durante la preparacion de la biblioteca de NGS, que permite a los laboratorios
clinicos ofrecer paneles de diagnéstico moderadamente complejos rentables a partir de datos NGS cuantitativa.

Se obtuvieron grupos de valoracién de ARN como material de referencia utilizado en el proyecto de control de
calidad de secuenciacion (SEQC) patrocinado por la FDA (muestras A, B, C y D). Dado que las muestras de ARN C
y D del proyecto SEQC representan una valoracién cruzada conocida entre las muestras A y B del proyecto SEQC,
es posible comparar el valor de expresion SEQC con los valores de expresién medidos y esperados para determinar
la exactitud del método. Utilizando PCR mudltiple con cebadores y IAC competitivos para 150 dianas génicas, se
prepararon bibliotecas de NGS a partir de: 1) ADNg para evaluar el rendimiento analitico general, y 2) ADNc de
material de referencia SEQC de transcripcion inversa para determinar la exactitud.

Resultados

El uso de ADNg mezclado con mezclas de IAC competitivos valorados en serie como entrada, se observd un
intervalo dinamico lineal de mas de 10° 6rdenes de magnitud, con un R? promedio = 0,995 (0,993 - 0,997; IC del 95
%). El coeficiente de correlacién de los valores esperados vs. observados para la muestra C fue R? = 0,96, y la
muestra D fue R? = 0,94, con una exactitud determinada por la curva ROC para detectar un cambio de 3 veces de un
97 % (95 - 99 %; IC del 95 %). El coeficiente de correlacion entre sitios de las mediciones basadas en tan solo 400
000 lecturas de secuenciacion fue R® = 0,92 en un intervalo dinamico lineal de ~10° 6rdenes de abundancia entre
dianas naturales.

El método descrito en el presente documento supera fuentes clave de sesgo no sistematico introducido durante la
preparacion de la biblioteca de NGS. Esto permite obtener resultados de NGS cuantitativos reproducibles entre
laboratorios y entre plataformas, y un camino claro hacia la aprobacion regulatoria de aplicaciones de diagndstico
clinico.
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El método descrito en el presente documento (una NGS con controles internos de amplificacion (IAC)) proporciona
reproducibilidad intrasitio e intersitio de datos de secuenciacién cuantitativa de nueva generacion (QNGS). El método
descrito en el presente documento también reduce la necesidad de secuenciacién profunda y, por lo tanto, el coste
de la secuenciacién directa, al converger el niumero de lecturas requerido para secuenciar adecuadamente las
dianas de &cidos nucleicos tanto raras como de alta abundancia.

La figura 9 proporciona una ilustracion esquematica de una mezcla maestra de PCR con una mezcla de controles
internos de amplificacién (IAC). El IAC sirve como una referencia intersitio entre bibliotecas. El IAC es estable
durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo, durante afios). La mezcla de IAC controla el sesgo de PCR y
esta presente en una concentracion conocida. La mezcla de cebadores especificos de la diana incluye cientos de
dianas por cada reaccioén. Los cebadores especificos de la diana contienen una cola universal.

Las figuras 10A-10B son graficos que muestran la valoracion de una mezcla de controles internos de amplificacion
contra ADNg y ADNc de SEQC. La representacion esta en el formato de una curva dosis-respuesta para la inhibicién
de un sistema enzimatico. La enzima es la Taq polimerasa. El inhibidor es la concentracion de los controles internos
de amplificacion (IAC) competitivos. La dosis-respuesta se mide como la proporcion de lecturas de secuenciacion
observada para la diana de ADN gendémico (ADNg) natural o la diana de ADN complementario (ADNc) natural frente
a la suma de las lecturas de secuenciacion natural y de IAC. La grafica de ADNg representa 119 de las 150 dianas
génicas disefiadas (~80 % de la tasa de éxito del disefio del ensayo). El coeficiente de correlaciéon promedio para
ajustar una ecuacion de Hill de la pendiente fijada con tres parametros para cada uno de los 119 ensayos fue R® =
0,995 (0,993 - 0,997, IC del 95 %).

La CI50 (concentracion inhibitoria del 50 %) promedio fue de 10*% con el nimero de copias de ADNg de entrada
siendo 10°. Por lo tanto, la valoracion de una mezcla de controles internos de amplificacion proporciona una
exactitud verdadera, no relativa, de la medicion de copias de una mezcla compleja de acidos nucleicos.

En las figuras 10-11 (resultado 1), la grafica de ADNc representa 110 de 119 ensayos de dianas génicas de trabajo.
Nueve (9) ensayos tenian una profundidad de lectura insuficiente de al menos 1 lectura de secuenciacion tanto para
la diana natural como para el control interno de amplificacién. La CI50 (concentracién inhibidora del 50 %) promedio
se determin6 para cada diana de acido nucleico en las muestras SEQC A, B, C y D en una variedad de condiciones
y se usé en ejemplos posteriores. La comparacion de los resultados se realiz6 para:

La figura 12 (resultado 2) que muestra la misma secuenciacién de réplicas de preparacion de biblioteca (intrasitio),
en la que el eje X = 1,8 millones de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 3,0 millones de lecturas de secuenciacion.

La figura 13 (resultado 3) que muestra la preparacion de la biblioteca separada secuenciada (intrasitio), en la que el
eje X = 2,6 millones de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 4,8 millones de lecturas de secuenciacion.

Las figuras 14A-14B (resultado 4) que muestra la medicion predictiva de las muestras C y D en base a las
mediciones de las muestras A y B (intrasitio); en la que el eje X = 15,2 millones de lecturas de secuenciacion y el eje
Y = 4,9 millones de lecturas de secuenciacion.

La figura 15 (resultado 5) que muestra la comparaciéon entre laboratorios de mediciones (intersitio), es decir,
preparaciones de bibliotecas separadas secuenciadas en diferentes sitios (intersitio) en la que el eje X = 2,6 millones
de lecturas de secuenciacion y el eje Y = 0,4 millones de lecturas de secuenciacion.

Las figuras 16A-16B (resultado 6) que muestra la curva ROC para detectar con exactitud los cambios basados en la
figura 13 (resultado 4), que muestran la curva ROC para la expresion diferencial basada en la figura 14 (resultado 4).

La figura 17 (resultado 7) que muestra la preparacion de una biblioteca basada en PCR en la que las
concentraciones de dianas naturales convergen, reduciendo la profundidad de lectura requerida. La convergencia de
las concentraciones de amplicon de plantilla natural durante la preparacién de la biblioteca basada en PCR reduce el
namero de lecturas de secuenciacion para secuenciar adecuadamente todas las dianas. Los controles internos de
amplificacion proporcionan el punto de referencia necesario al comienzo de la preparacion de la biblioteca de
secuenciacion basada en PCR para medir con exactitud cada diana de acido nucleico a pesar de la convergencia de
la concentraciéon de las plantillas (véanse las figuras 12-16 - Resultados 2-6). En este ejemplo, la profundidad de
secuencia directa se reduce en 1000 veces, y todas las dianas estan dentro de 100 veces entre si.

También se ha de entenderse que esta dentro del alcance contemplado de la presente divulgacion que los métodos
descritos en el presente documento incluyen el uso de paneles clinicos de complejidad moderada basados en la
preparacion de una biblioteca de NGS basada en PCR con controles internos de amplificacion. Ejemplos no
limitantes incluyen paneles para: prueba de riesgo de cancer de pulmoén (15 genes); prueba de diagnéstico del
cancer de pulmén (4 genes); prueba de quimiorresistencia al cancer de pulmon (20 genes) y prueba de transcrito de
fusion BCR-ABL (2 genes).

Ejemplo 3
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Secuenciacion de ARN estandarizada (STARSEQ)

Se evalud la secuenciacion de ARN estandarizada (STARSEQ) usando dos materiales de referencia separados: 1)
ADN gendmico (ADNg) derivado de la sangre de un individuo fenotipicamente normal (muestra desidentificada 723)
del Centro Médico de la Universidad de Toledo (UTMC) de acuerdo con un protocolo aprobado por la junta de
revision institucional del UTMC, y 2) cuatro muestras de ARN de referencia (A, B, C y D) proporcionadas por el
proyecto de control de calidad de secuenciacion (SEQC) patrocinado por la FDA (anteriormente consorcio MAQC).
La muestra A consiste en ARN de referencia humano universal obtenido de Stratagene. La muestra B consiste en
ARN de referencia del cerebro humano obtenido de Ambion. Para el proyecto SEQC, las muestras A y B se
combinaron luego con las mezclas 1 y 2 de enriquecimiento de ARN de control del consorcio ERCC (External RNA
Controls Consortium) de Ambion, respectivamente, para lograr una concentracion final de un 2 % en las muestras A
y B en base a la concentracién total de ARN

Cada mezcla de enriquecimiento de controles de ARN ERCC contiene los mismos controles que abarcan un
intervalo dinamico mayor que 10°, pero en diferentes formulaciones. Dentro de cada mezcla de formulacién hay 4
subgrupos que exhiben diferencias de abundancia conocidas entre la mezcla 1 y 2; diferencia de 0,5x, 0,67x, 1,0x y
4,0x veces. Las muestras A y B se combinaron luego en mezclas proporcionales 3:1 y 1:3 para crear las muestras C
y D, respectivamente. El material de "referencia" de ADNg representa una muestra en la que la mayoria de las
dianas enddgenas se encuentran en una proporcién muy cercana de 1:1 entre si. Considerando que las muestras A-
D representan una mezcla compleja de dianas de ARN sintéticas (controles ERCC) y enddgenas en proporciones
conocidas que se pueden usar como indicadores reales para evaluar las caracteristicas de rendimiento analitico de
un método en un intervalo dinamico de abundancias de mas de 10° veces.

Transcripcion inversa de materiales de referencia de ARN

Diez microgramos de cada uno de los materiales de ARN de referencia de las muestras A-D a una concentracion de
1 pg/ul se obtuvieron del proyecto SEQC patrocinado por la FDA (fda.gov/ScienceResearch /BioinformaticsTools
/Microarray Quality Control Project). Para cada muestra se transcribieron de forma inversa dos alicuotas de 2 ug de
ARN. Cada reaccion de transcripcion inversa tuvo lugar en un volumen de 90 pl utilizando el protocolo del fabricante
para la transcripcién inversa de Superscript Il (Life Technologies) y el cebado con oligo(dT). Después de la
transcripcion inversa, los dos productos de ADNc de 90 ul para cada muestra se combinaron en un solo volumen de
180 pl (transcripcion inversa 1; RT1). Para la muestra A, se transcribié de forma inversa un conjunto adicional de dos
alicuotas de 2 ug de ARN usando una mezcla maestra separada (transcripcion inversa 2; RT2).

Seleccion de dianas de ensayo STARSEQ

El consorcio MAQC (MicroArray Quality Control) seleccion6 previamente una lista de 1297 genes para evaluar el
rendimiento de plataformas de gqPCR multiples y micromatrices. De esta lista, se seleccionaron 150 dianas
enddgenas para desarrollar ensayos STARSEQ. Estos 150 ensayos se eligieron, en parte, porque las dianas
génicas que representan se expresan en un rango dinamico mayor que 10°. Estos reactivos se usaron para medir la
proporcion absoluta y relativa de cada diana génica en ADNg y muestras de ARN de referencia de transcripcion
inversa A-D. Ademas, 28 de las 92 dianas del consorcio ERCC (External RNA Control Consortium) también se
seleccionaron para desarrollar ensayos STARSEQ.

Diserio y sintesis de cebadores STARSEQ

Los cebadores de PCR directa e inversa se disefiaron para las regiones correspondientes de amplicén de 101 pb
para cada uno de 150 genes transcritos de forma Unica en el genoma humano y 28 dianas ERCC. Cada conjunto de
cebadores directos e inversos se diseié con una temperatura de fusion uniforme de 68 °C utilizando el software
Primer3 (Untergasser et al, NAR, 2012). Con el fin de minimizar el cebado fuera de la diana, se verifico la
especificidad del par de cebadores usando GenomeTester 1.3 para identificar cualquier amplicon adicional de
menos de 1000 pb de tamano. Cada cebador también contiene una secuencia de cola universal no presente en el
genoma humano, que se puede usar para la adicién por PCR multiplantilla de codigos de barras y adaptadores de
secuenciacion especificos de la plataforma. Las colas universales directas son idénticas en cuanto a los
adaptadores de secuencia utilizados para la extensién de cebador en matriz (APEX-2), mientras que la secuencia
inversa de cola es la misma que la directa, con la excepcion de las ultimas cuatro bases 3', que permiten la
direccionalidad durante la secuenciacion. Los cebadores especificos de la diana con colas universales para las 150
dianas endbdgenas y las 28 dianas ERCC fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT) y Life
technologies, respectivamente. Se cred un grupo de cebadores para dianas enddgenas o de ERCC combinando
cebadores sintetizados en una relacién equimolar y diluyendo a una concentraciéon de trabajo final de 50 nM para
cada cebador en tampon Tris-EDTA diluido.

Disefio y sintesis de la mezcla de patrones internos competitivos de STARSEQ

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2675618 T3

Cada patrén interno (Pl) competitivo de 101 pb se disefié para retener sitios de cebado especificos de diana
idénticos a su diana de &acido nucleico natural respectivo (figuras 18A-18B). Dentro de estos sitios de cebado
idénticos hay seis cambios de nucleétidos, para poder diferenciar un Sl competitivo de su diana natural
correspondiente durante el analisis de datos posterior a la secuenciacion. Los 150 Pl competitivos correspondientes
a las dianas endogenas fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT), y los 28 Pl competitivos
correspondientes a las dianas de ERCC fueron sintetizados por Life Technologies.

Para las 150 plantillas de Pl competitivos correspondientes a las dianas enddgenas, la concentracion se midié por
densidad optica en IDT, y posteriormente se combiné en una relacién molar estequiométrica 1:1 basada en estas
mediciones. La concentracion de cada Pl se determind empiricamente por valoracion cruzada de la mezcla en
relacién con una entrada fija de ADNg de 100 000 copias (ID 723). En el ADNg de un individuo fenotipicamente
sano, ahora se cree que la mayoria de los loci estarian en una proporciéon 1:1 entre si, proporcionando un material
de referencia razonable y rentable para determinar la concentracién real para cada plantilla de Pl competitivo.

Para las 28 plantillas de Pl competitivos correspondientes a las dianas de ERCC, no existe dicho material de
referencia para la normalizacion. Por lo tanto, cada patrén se amplificd por separado con cebadores directos e
inversos (sin secuencias universales), se purifico en columna (kit de purificacion QlAquick PCR), se visualiz6 y
cuantificé para un solo pico a 101 bases en un Bioanalizador Agilent 2100 usando chips de ADN con reactivos del kit
DNA 1000 de acuerdo con el protocolo del fabricante (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Alemania). A continuacién, se combinaron patrones cuantificados en una relacion molar estequiométrica 1:1 para
crear una mezcla concentrada de patrones internos (PI). Tanto las mezclas de dianas endégenas como de dianas de
ERCC de Pl competitivos se diluyeron luego en serie a concentraciones de trabajo y se usaron en todos los
experimentos posteriores como una mezcla de referencia para cuantificar copias absolutas de cada transcrito en las
muestras A-D (figuras 18A-18B).

PCR competitiva multiple con cebadores especificos de diana con cola universal

Para cada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) competitiva multiple se prepard un volumen de reaccién de
10 pl que contenia: 1 pl de plantillas naturales, 1 pul de mezcla de Pl competitivos a concentraciones variables de
entrada, 1 pl de mezcla de cebadores correspondiente, 1 pul de dNTP 2 mM, 1 pl de tampoén de reaccion 10x de
Idaho Technology con MgCl> 30 mM, 0,1 pl de Taqg polimerasa GoTaq Hot Start de Promega (5 u/ul) y 4,9 pl de agua
libre de RNAsa (figura 18A). EI ADN genomico se afnadié a 10 reacciones de PCR multiple separadas que contenian
una mezcla diluida en serie de mezcla de Pl competitivos que representaba 150 dianas endogenas. Estas 10
d||u0|ones representan una serie de diluciones de 3 veces de una mezcla de Pl que varian en abundancia desde 2 x
10® a 10° copias cargadas. EI ADNc de las muestras A-D para RT1 se afadié a 5 reacciones de PCR muiltiple
separadas que contenian una mezcla diluida en serie de una mezcla de Pl competitivos que representa 28 dlanas de
ERCC. Estas 5 diluciones representan una serie de diluciones de una mezcla de PI, con 10°, 10°, 10*, 10° y 300
copias cargadas. Los ARN de transcripcion inversa para las muestras A (RT1 y RT2), B,Cy D se anadleron a2
reacciones de PCR mlltiple separadas que contenian una mezcla diluida en serie de una mezcla de Pl competitivos
que representaba 150 dianas endégenas. Estas 12 d|Iu0|ones representan una serie de diluciones de 3 veces de
una mezcla de Pl que varian en abundancia desde 6 x 10" a 3,4 x 10° copias cargadas. Se consumi6 un total de 17
wl de cada muestra de ADNc durante la PCR competitiva multiple, lo que corresponde a ~377 ng de ARN para cada
muestra.

Flujo de trabajo y analisis de datos de la secuenciacion de ARN estandarizada (STARSEQ)

La figura 18A (DN = diana natural (por ejemplo, ADNc, ADNg, etc.); Pl = Patrdn interno) muestra una molécula de
ADN monocatenario o bicatenario que a) es homdloga a una diana natural especifica en las secuencias del cebador
y por lo tanto compite por la amplificacion con la diana natural, pero b) contiene una o mas sustituciones de bases
internas en los sitios del cebador y por lo tanto es distinguible de la diana natural. La plantilla de Pl para cada gen
esta en una relacion fija con relacion al Pl para los otros genes en una mezcla de patrones internos.

La figura 18B muestra que la relaciéon proporcional entre las dianas naturales en la muestra original se conserva
durante la amplificacion y la secuenciacion porque a) la competencia entre cada DN y su PI respectivo conserva la
concentracién original para cada DN, y b) los Pl estan en una relacion fija relativa entre si La determinacién de la
abundancia de la diana natural en la muestra original se obtiene multiplicando la relacién de recuentos de
secuenciacion para DN y Pl (DN:PI) por la concentracion de patréon interno (Pl) cargado en la preparacién de la
biblioteca de amplicones (es decir, determinacién del punto de equivalencia). No se muestran las dianas naturales
para los que no se pudieron medir los valores en al menos tres puntos de dilucion. Figura 18B - panel superior:
muestra la linealidad de la valoracién cruzada de la mezcla de patrones internos competitivos con una cantidad
constante de ADN gendmico (ADNg) para 123 dianas. Las lineas punteadas representan un intervalo de prediccion
del 95 % para los valores de relacion DN:PI. Figura 18B - panel central: muestra la linealidad de la valoracion
cruzada de la mezcla de patrones internos competitivos con una cantidad constante de 26 dianas naturales de
ERCC de las muestras A B, Cy D. Cada diana de ERCC esta a una concentracion diferente que abarca un intervalo
dinamico mayor que 10° en abundancia. Figura 18B - panel inferior: muestra la linealidad de la valoracion cruzada de
la mezcla de patrones internos competitivos con una cantidad constante de dianas naturales de ADNc enddgeno de
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las muestras A, B, C y D (mismas dianas que las evaluadas en ADNg, panel superior).
PCR Touchdown con PCR competitiva multiple

El aumento del nivel de PCR mudltiple requiere una disminucion proporcional en la concentracion de los cebadores
usados. La disminucién de la concentracion de cebador tiene dos efectos predominantes en la PCR mudltiple: 1)
reduce la formacién de productos de dimeros de cebadores, y 2) estabiliza la formacién de amplicones en etapas
tempranas impidiendo que los dNTP se conviertan en un reactivo limitado (método de menos cebador). Este ultimo
efecto es importante, ya que permite que todas las plantillas de diana alcancen la fase de meseta y, en presencia de
Pl competitivo, reduce drasticamente la sobremuestreo / secuenciaciéon de dianas de alta abundancia sin
compresion de sefiales (figuras 19A-19C, figuras 20A-20B).

STARSEQ reduce el sobremuestreo sin compresion de sefiales

La figura 19A representa dos dianas naturales (DN) en una muestra hipotética de ADNc. Una diana natural es de
alta abundancia, 10° copias (DN "Abundante"), mientras que la otra es de baja abundancia, 10° copias (DN "Rara"),
lo que representa una diferencia de un millén de veces en la abundancia entre las dianas. Esta muestra hlpotetlca de
ADNCc se combina con una mezcla de patrones internos (PI) con una relacion fija de concentraciones de 10° copias.

La figura 19B representa la preparacién de la biblioteca por PCR competitiva multiple para la figura 19A. Los
diagramas de amplificacion de PCR para DN "Abundante" y "Rara" se separan por motivos de claridad, pero ocurren
en la misma reaccién. Durante la PCR competitiva multiple, cada diana natural compite por igual con su patrén
interno competitivo respectivo para dNTP, polimerasa y una concentracién limitante de cebadores. Debido a que la
concentracioén inicial de cada par de cebadores de diana es la misma, cada reaccion competitiva se estabilizara
alrededor de la misma concentracion del punto final (~10° copias).

En la figura 19C, la competencia igual entre cada DN y Pl respectivo conserva la relacion proporcional entre las
dianas naturales en la muestra original, lo que permite la medlmon de la abundanma de la diana natural sin
compresién de sefiales. Sin embargo, un intervalo de plantillas de 10° se reduce a 10° después de la preparacion de
la biblioteca por PCR competitiva multiple, dando como resultado una reduccion de 1000 veces en el sobremuestreo
de la diana de alta abundancia.

La mezcla de una muestra de dianas naturales en mdltiples relaciones con la mezcla de PI (figura 18A) da como
resultado un mayor grado de uniformidad en la concentracion de plantillas que el que se puede obtener con la
adicion de un solo patrén interno (figura 19A).

STARSEQ reduce las lecturas de secuenciacion requeridas hasta 10 000 veces

La figura 20A muestra los datos reales de secuenciacién proporcional para las dianas de ADNc de ERCC (n=104) y
endogenas (n = 400). El eje X representa la abundancia proporcional de cada diana en una preparacion de biblioteca
normalizada para la diana de menor abundancia (establecida en 10°). El eje Y esta en unidades de lecturas de
secuenciacion proporcional (cobertura) requeridas para secuenciar la diana de menor abundancia al menos una vez.

La figura 20B es una tabla resumen de la figura 20A, en la que el niumero de lecturas de secuenciacién representa la
suma de todas las lecturas de secuenciacién para observar todas las dianas al menos una vez. El nimero requerido
de lecturas de secuenciacion de ARN tradicional se calcula en base a una supuesta relacion 1:1 entre las copias de
diana presentes en la biblioteca y la secuencia de cobertura requerida. La reducciéon en las lecturas de
secuenciacion requeridas conseguida por STARSEQ es el cociente entre las lecturas de secuenciacion de ARN
tradicional y las lecturas de secuenciacion de STARSEQ.

Sin embargo, hay un limite al que se pueden diluir los cebadores y aun asi amplificar con éxito las dianas de interés.
Este limite se puede reducir a través de varios enfoques: 1) aumentar la temperatura de fusion del cebador, y 2)
aumentar el tiempo durante el cual se produce la hibridacion para permitir la eventual unidén del cebador. Ambas
soluciones pueden exacerbar el cebado fuera de la diana. Este obstaculo aparente que se muestra ahora en el
presente documento se puede remediar mediante el uso de un protocolo de PCR touchdown modificado. En este
protocolo se incorporan altas temperaturas de hibridacion durante los ciclos iniciales de PCR para aumentar la
rigurosidad de la unién del cebador, lo que reduce el cebado fuera de la diana. En ciclos subsiguientes, la
temperatura de hibridacion se reduce gradualmente dando como resultado un rendimiento aumentado una vez que
se ha formado suficiente producto especifico durante ciclos de alta rigurosidad anteriores. Usando este marco, se
desarrollé el siguiente protocolo: Cada mezcla de reaccion competitiva multiple se realizé6 en un termociclador de
aire RapidCycler (Idaho Technology, Inc., Idaho Falls, Idaho) en condiciones de PCR touchdown modificadas con
baja concentracion de cebador: 95 °C / 3 min (activacién Taq); 5 ciclos de 94 °C / 30 s (desnaturalizacién), 72 °C / 4
min (hibridacién) y 72 °C / 15 s (extension); repetir 5 ciclos con temperatura de hibridacion disminuida en 1 °C hasta
71 °C; iterar una disminucion de 1 °C y 5 ciclos hasta que la temperatura de hibridacién sea de 64 °C (un total de 45
ciclos).
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En modos de realizacion particulares se usa la Taq polimerasa Hot Start, ya que el cebado fuera de diana y la
actividad enzimatica son suficientemente altas durante la preparacién de la reaccién para que, de lo contrario, solo
se viera producto de dimero de cebador.

Rendimiento de STARSEQ con materiales de referencia ERCC

La figura 21A muestra la abundancia de sefial medida de las dianas de ERCC en las muestras A, B, C y D. Los
puntos representan la mediana de las mediciones de ERCC de esas preparaciones de biblioteca con al menos 15
lecturas de secuenciacion tanto para DN como para Pl. Las unidades del eje X se derivan de la bibliografia de
productos de Ambion para la concentracion conocida de controles de enriquecimiento de ERCC, protocolos de
preparacion de material de proyecto de SEQC y un rendimiento de transcripcion inversa supuesto de un 100 % para
cada diana.

La figura 21B muestra graficos de diferencias de datos de la figura 21A ordenados numéricamente por ID de ERCC.
Cada diana de ERCC representada se midié al menos una vez en las cuatro muestras A-D. Con fines de claridad,
ERCC-170 se resalta en naranja en la figura 21A y la figura 21B.

En la figura 21C, las muestras C y D representan una mezcla 3:1 y 1:3, respectivamente, de ARN total de las
muestras A y B. Estas relaciones se usaron para calcular las mediciones esperadas para las muestras C y D (eje x)
a partir de las mediciones de A y B, y se representan frente a mediciones reales de las muestras Cy D (eje y) (n =
52).

En la figura 21D, los puntos representan la desviacién estandar en las mediciones de las dianas de ERCC en
muestras SEQC A, B, C y D, para los ensayos con al menos dos puntos de diluciéon de Pl que tenian al menos 15
lecturas de secuenciacion tanto para DN como para Pl. La linea roja representa la desviacién estandar esperada
basada en una distribucion de muestreo de Poisson mas una desviacién estandar de replicacion técnica de
referencia de 0,08.

La figura 21E muestra curvas ROC para detectar el cambio con la correspondiente area bajo la curva (ABC) con
intervalos de confianza del 95 %. Las curvas ROC se derivan de la comparaciéon de subgrupos de relacion
diferencial de dianas de ERCC en muestras: A frente a B, A frente a C, A frente a D, B frente a C, BfrenteaDy C
frente a D. Los resultados para el cambio de 1,1 veces representan un intervalo de subgrupos de relacion diferencial
[1,05 - 1,174] (controles n = 100, pruebas n = 96); 1,25 [1,175 - 1,374] (controles n = 163, pruebas n = 163); 1,5
[1,375 - 1,74] (controles n = 229, pruebas n = 227); 2,0 [1,75 - 2,49] (controles n = 229, pruebas n = 223); 24,0 [2,5 -
10,0] (controles n = 286, prueba n = 290).

Rendimiento de STARSEQ con dianas de ADNc endégenos

La abundancia absoluta de sefiales de dianas de ADNc en la muestra A en unidades de copias por preparacion de
biblioteca se midieron en dias separados, diferentes sitios (OU = Universidad de Ohio; UTMC = Universidad de
Toledo Medical Center) y diferentes preparaciones de transcripcién inversa (RT1 y RT2). Los puntos representan la
mediana de las mediciones de ERCC de esas preparaciones de biblioteca con al menos 15 lecturas de
secuenciacion tanto para DN como para PI. La figura 22A muestra el efecto interdia (n = 88). La figura 22B muestra
el efecto interdia e intersitio (n = 81). La figura 22C muestra el efecto interdia e interbiblioteca (n = 92). La figura 22D
muestra el efecto interdia, intersitio e interbiblioteca (n = 80). Las figuras 22E-22F muestran que las muestras C y D
representan una mezcla 3:1 y 1:3, respectivamente, de ARN total de las muestras A y B. Estas relaciones se usaron
para calcular las mediciones esperadas para las muestras C y D (eje x) a partir de las mediciones de Ay B, y se
representan frente a mediciones reales de las muestras C (n = 86) y D (n = 90) (eje y).

Comparacion de plataformas de STARSEQ con respecto a gPCR TagMan y a RNA-Seq lllumina.

El promedio de las diferencias para las mediciones de las muestras A y B entre STARSEQ y gPCR TagMan (figura
24 que muestra diagramas de diferencias entre las mediciones de TagMan y STARSEQ) o RNA-Seq lllumina (figura
25 que muestra diagramas de diferencias entre mediciones de RNA-Seq lllumina y STARSEQ) se determin6 para
cada diana endégena. Esta diferencia se resta de las mediciones de gPCR TagMan o RNA-Seq lllumina para las
muestras C y D y se representa graficamente (eje x) frente a las mediciones de STARSEQ de C y D (eje y).

Las mediciones de STARSEQ representan la mediana de la medicion de preparaciones de biblioteca que tenian por
lo menos 15 lecturas de secuenciacion tanto para DN como para PI. La figura 26A muestra una comparaciéon de
gqPCR TagMan con STARSEQ (n = 292). La figura 26B muestra una comparacion de RNA-Seq lllumina con
STARSEQ (n = 340).

Rendimiento del ensayo

El rendimiento de medicion del ensayo se evalué en las muestras SEQC A, B, C y D para ERCC, asi como en las
dianas de ADNc enddgeno, como se muestra en la figura 26. Las dianas enddgenas también se evaluaron frente al
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control de ADNg (véase la figura 18B).

Se produjeron mediciones negativas verdaderas cuando se secuencié un nimero suficiente de patrones internos
competitivos (secuenciados al menos 15 veces), pero se observd una plantilla natural insuficiente a todas las
concentraciones de enriquecimiento del patrdn interno. Un limite superior de expresion para estos ensayos todavia
se puede calcular como [1/(recuentos de secuenciacion de PI)] x concentracion de Pl en la preparacion de la
biblioteca con la concentracién de Pl mas baja presente. Estas mediciones representan mediciones negativas
verdaderas y el limite inferior de cuantificacién exacta se puede determinar a partir de estos datos.

Los ensayos fallidos son mediciones en las que la "profundidad de secuenciacién era demasiado baja" tanto para
DN como para PI. Estos representan fallos verdaderos del ensayo (ni el patron natural ni el interno se secuenciaron
al menos 15 veces). De esta forma, las mezclas de Pl competitivos pueden controlar los falsos negativos.

Adicién de cddigos de barras y adaptadores de secuenciacion

Un conjunto de cebadores de fusién fueron disefiados con su extremo 3' complementario a las colas de secuencias
APEX-2 universales afadidas durante la PCR competitiva multiple. Estos cebadores de fusién tienen una cola con
una secuencia de cddigo de barras / indice de cuatro nucledtidos y, 5' con respecto a eso, un adaptador de
secuenciacion directa o inversa de amplicén de torrente de iones (figura 26). Tanto en los cebadores de
secuenciacion directa como inversa se incluyé intencionadamente un cédigo de barras para indexar dos veces cada
muestra y reducir la probabilidad de indexacién falsa de una lectura de secuenciacion; ambos cddigos de barras
deben coincidir. Para cada reaccién de insercion de cédigo de barras, se prepar6é un volumen de reaccién de 10 pl
que contenia: 1 ul de producto de PCR competitiva multiple, 1 ul de cebador de codigo de barras directo o inverso 1
uM, 1 ul de dNTP 2 mM, 1 pl de tamp6n de reaccion 10x de Idaho Technology con MgCl2 30 mM, 0,1 ul de Taq
polimerasa GoTaq Hot Start de Promega (5 u/ul) y 4,9 pl de agua libre de RNAsa. Cada reaccién de codigo de
barras se realiz6 en un termociclador de aire RapidCycler (Idaho Technology, Inc. Idaho Falls, Idaho) en las
siguientes condiciones: 95 °C / 3 min (activacién Taq); 15 ciclos de 94 °C / 5 s (desnaturalizacion), 58 °C / 10 s
(hibridacién) y 72 °C / 15 s (extension). Los recipientes de reaccién se eliminan inmediatamente y se mantienen a 4
°C durante todas las etapas posteriores. El objetivo durante esta etapa es evitar la heterodimerizacién del producto
con codigo de barras. Dependiendo del tipo de heterodimerizacion, pueden surgir errores de alineacién tras la
secuenciacion a partir de llamadas de bases de secuenciacién falsas con la consiguiente disminucion en la precision
y exactitud de la medicion. Las bibliotecas de secuenciacion por PCR competitiva multiple a las que se les ha
incorporado un cédigo de barras se cuantifican entonces individualmente en un Bioanalizador Agilent 2100 usando
chips de ADN con reactivos del kit DNA 1000 de acuerdo con el protocolo del fabricante (Agilent Technologies
Deutschland GmbH, Waldbronn, Alemania). Las bibliotecas de secuenciacion con cédigos de barras Unicos se
mezclan luego en una relacién estequiométrica conocida a fin de optimizar el porcentaje de lecturas de
secuenciacion que eventualmente recibirda cada biblioteca; en la mayoria de los casos se usa 1:1.

"Negativo verdadero" en STARSEQ frente a TagMan y RNA-Seq

Las 26 mediciones de STARSEQ tenian datos suficientes para informar de una medicion por debajo del limite. De
las 26 mediciones, TagMan informé de no deteccién (ND) para 14, y RNA-Seq informé de ND para 1 (véase la figura
27). Debido a que STARSEQ pudo detectar Pl, pero no cuantificar con exactitud la presencia de DN, estas
representan detecciones de falsos negativos para TagMan y RNA-Seq. Se calcularon mediciones por debajo del
limite como [1/(recuentos de secuenciacion de PI)] x concentracion de Pl cargada en la preparacion de la biblioteca.

Desviacion estandar de las mediciones de ERCC.

La figura 28 muestra que la desviacién estandar (DE) de las diferencias se calcula a partir de los datos presentados
en la figura 21. La DE intraensayo intramuestra se calcula a partir de la mediana de la DE intraensayo en cada
muestra A-D. La DE intraensayo intermuestra se calcula a partir de la mediana de la DE intraensayo en las muestras
A-D. La DE interensayo intermuestra se calcula a partir de la mediana de la DE interensayo de los residuos en las
muestras A-D. Dado que la DE se informa en valores de Logio, €s mas o menos equivalente a informar del
coeficiente de variacion (CV).

Purificacion y secuenciacion del producto

En ciertos modos de realizacién, es necesario durante la purificacion de bibliotecas de secuenciacion con cédigos de
barras que un sistema no use desnaturalizantes fuertes o sales caotropicas, tales como clorhidrato o tiocianato de
guanidina. Estos agentes dan como resultado la heterodimerizacién de la plantilla en direccién 3', llamadas de bases
de secuenciacion falsas y errores de alineacion tras la secuenciacion. Por esta razén, cada mezcla de bibliotecas de
secuenciacion con cédigo de barras se purificd utilizando geles de Agarosa al 2 % E-Gel SizeSelect de Life
Technologies, que no informan del uso de desnaturalizantes o sales caotrépicas, y se pueden ejecutar en una sala
refrigerada para evitar la desnaturalizacion térmica durante la separacion por electroforesis. Las bibliotecas de
secuenciacion purificadas se cuantificaron luego usando el kit de cuantificacion de bibliotecas KAPA para
plataformas de secuenciacion de torrente de iones (Kapa Biosystems). En base a esta cuantificacion, las bibliotecas
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se diluyeron de manera adecuada y se prepararon para el servicio de secuenciacion lon Torrent PGM de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante en el Centro Médico de la Universidad de Toledo (UTMC), Toledo, OH y la
Universidad de Ohio (OU), Athens, OH.

Procesamiento de archivos FASTQ

Los datos de secuenciacion en bruto de un servicio NGS se proporcionaron de nuevo en formato FASTQ. Las
lecturas de secuenciacion se extrajeron y cada lectura de secuenciacion se analizé en 3 archivos FASTQ separados:
1) regiones de codigo de barras directo (query-barcode.fastq) y 2) cédigo de barras inverso (query-revbarcode.fastq),
asi como 3) porcion central del amplicdn (query-subject.fastq) correspondiente a la region interna para los sitios de
cebado especifico de la diana donde deben existir seis sustituciones de nucleétidos entre la DN y el Pl competitivo
coincidente.

BFAST de secuencias frente a la base de datos de sujetos

Cada uno de los tres archivos FASTQ se alinearon con bases de datos FASTA de referencia conocidas,
correspondientes a si se trataba de un cédigo de barras (barcode.fa) o de una region de amplicon (subject.fa)
utilizando la herramienta de busqueda rapida y exacta similar a BLAT (BFAST, version 0.7.0a), con generacion de
archivo en formato de mapa/alineacion de secuencia (SAM). La coincidencia BFAST con las bases de datos de
indice y la generacion del archivo SAM se realizaron para los archivos FASTQ recortados que contenian 1) cédigo
de barras directo, 2) codigo de barras inverso y 3) secuencias de sujeto de amplicon capturadas.

Intercalacion de recuentos de secuencias

Cada uno de los tres archivos SAM de 1) cdédigo de barras directo, 2) codigo de barras inverso y 3) regién de
amplicon se fusionaron entonces en una tabla hash de un lenguaje practico de extraccion e informes (PERL)
utilizando la ID de lectura de secuenciacion como clave para la coincidencia (http://www.perl.org/). En funcién del
alineamiento de codigos de barras y amplicones, cada lectura de secuenciacién se agrupé en una matriz
correspondiente a la concentracion de entrada de Pl para una preparacion de muestra determinada, y si se llamaba
DN o PI por alineacion BFAST. Si las llamadas de alineacion de cédigos de barras directos e inversos no coincidian,
la lectura de secuenciacion no se agrupd. La tabla hash resultante de lecturas de secuenciacién agrupadas se
genera en formato delimitado por comas y se procesa como se describe en la seccién Métodos estadisticos.

Medicion de la abundancia relativa

Se requirieron al menos 14 lecturas de secuenciacién para cada DN y PI. La dilucidén correcta se determiné en base
al cambio en la relacion DN:PI en multiples dianas de ensayo y en multiples enriquecimientos de patrones internos
diluidos en serie. La diluciéon del patron interno se multiplicd entonces por la relacion DN:PIl. Cada ensayo tenia
multiples mediciones por ensayo debido a las diluciones mudltiples de patrén interno. Si el STDEV de estas
mediciones tenia una varianza inferior a 10 veces, se acepté la mediana de estas mediciones. Las medidas
correctas se basaron en el sesgo sistematico del ensayo predeterminado de las concentraciones de patrones
internos. La poblacién de estas mediciones se normalizé a una mediana poblacional.

Criterios de inclusidn/exclusion de mediciones de STARSEQ

Cada diana natural (ADNg o ADNc) se midié con relacién a su patron interno respectivo dentro de una concentracion
de valoracién cruzada del ISM (figura 18). Un umbral empirico de al menos 15 lecturas de secuenciacion para la
diana natural (DN) y para el respectivo patrén interno (PI) competitivo fue el criterio de inclusién/exclusion éptimo
para considerar una relacion DN:PI valida (potencia > 80 %; tasa de error de tipo 1 < 0,05; para detectar un cambio
en la relacion DN:PI de 2 veces) (figura 18). Para aquellos ensayos en los que mas de una medicién cumplia los
criterios anteriores, un coeficiente de variacion (CV) de >1000 % entre las mediciones desencadend la exclusion
para esa medicion de ensayo en esa muestra particular.

Meétodos estadisticos: estimacion de la concentracion de la diana natural

Para cada diana génica y réplica técnica con la concentracién de entrada de cada mezcla de Pl indexada con el
subindice i, se calculé una estimacién de la concentracion de la diana natural (CN;) basandose en los recuentos de
secuencia observados/agrupados de la diana natural (DN;) y del patron interno (Pl;), asi como la concentracion inicial
conocida (en unidades de copias de plantilla por preparacién de biblioteca) del patrén interno (CP;):

LN
log,, NC, =log, F +log,, SC,

i

El método 6ptimo determinado empiricamente y el pardmetro de control de calidad para la estimacién de la cantidad
de integracion fue, 1) la mediana (CNmegiana) de las mediciones de réplicas técnicas de CN; que tienen, 2) al menos
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15 recuentos de secuenciacion tanto para DN; como para Pl;, y 3) el coeficiente de variacién (CV) en CN; de menos
de 1,00 en una escala logaritmica de base 10. Esto se selecciond para tener un muestreo suficiente de una diana
dada para permitir la deteccién de un cambio de 2 veces en la abundancia entre las dianas con una tasa de error de
tipo 1 menor de 0,05 y una tasa de error de tipo 2 menor de 0,20.

Ejemplo 4
Ejemplos no limitantes de aplicaciones

En el presente documento se describe un método para obtener un indice numérico que indica que un estado
biolégico comprende proporcionar 2 muestras correspondientes a cada uno de un primer estado biolégico y un
segundo estado biolégico; medir y/o enumerar una cantidad de cada uno de 2 acidos nucleicos en cada una de las 2
muestras; proporcionar las cantidades como valores numéricos que son directamente comparables entre varias
muestras; calcular matematicamente los valores numéricos correspondientes a cada uno de los estados biol6gicos
primero y segundo; y determinar un célculo matematico que discrimine los dos estados biolégicos. Los estados
biol6gicos primero y segundo, como se usan en el presente documento, corresponden a dos estados biol6gicos que
se han de comparar, tales como dos estados fenotipicos que se deben distinguir. Los ejemplos no limitantes
incluyen, por ejemplo, tejido no patolégico (normal) vs. tejido patolégico; un cultivo que muestra una respuesta
terapéutica a los farmacos vs. un cultivo que muestra menos de la respuesta terapéutica a los farmacos; un sujeto
que muestra una respuesta adversa al farmaco vs. un sujeto que muestra una respuesta menos adversa; un grupo
de sujetos tratados vs. un grupo de sujetos no tratados, etc.

Un "estado biolégico", tal como se usa en el presente documento, se puede referir a un estado fenotipico, por
ejemplo, un fenotipo clinicamente relevante u otro trastorno metabdlico de interés. Los estados bioldgicos pueden
incluir, por ejemplo, un fenotipo de enfermedad, una predisposicion a un estado de enfermedad o un estado sin
enfermedad; una respuesta terapéutica al farmaco o predisposicién a dicha respuesta, una respuesta adversa al
farmaco (por ejemplo, toxicidad del farmaco) o una predisposicion a dicha respuesta, una resistencia a un farmaco o
una predisposicion a mostrar dicha resistencia, etc. El indice numérico obtenido puede actuar como un biomarcador,
por ejemplo, correlacionando con un fenotipo de interés. El farmaco puede ser un farmaco antitumoral. En ciertos
modos de realizacion, el uso del método descrito en el presente documento puede proporcionar medicina
personalizada.

En algunos de los métodos descritos en el presente documento, el estado biolégico corresponde a un nivel de
expresion normal de un gen. Cuando el estado biolégico no corresponde a los niveles normales, por ejemplo,
cayendo fuera de un intervalo deseado, puede estar indicado un estado no normal, por ejemplo, de enfermedad.

Un indice numérico que discrimina un estado bioldgico particular, por ejemplo, una enfermedad o trastorno
metabdlico, se puede usar como biomarcador para el trastorno dado y/o para trastornos relacionados con el mismo.
Por ejemplo, el estado biolégico indicado puede ser al menos uno de un trastorno relacionado con la angiogénesis,
un trastorno relacionado con antioxidantes, una afeccion relacionada con la apoptosis, un trastorno relacionado con
el sistema cardiovascular, un trastorno relacionado con el ciclo celular, un trastorno relacionado con la estructura
celular, un trastorno relacionado con citoquinas, un trastorno relacionado con la respuesta de defensa, un trastorno
relacionado con el desarrollo, un trastorno relacionado con la diabetes, un trastorno relacionado con la
diferenciacion, un trastorno relacionado con la replicacién y/o reparacion del ADN, un trastorno relacionado con
células endoteliales, un trastorno relacionado con receptores hormonales, un trastorno relacionado con el receptor
de folato, un trastorno relacionado con la inflamacién, un trastorno relacionado con el metabolismo intermedio, un
trastorno relacionado con el transporte de membrana, un trastorno relacionado con la neurotransmisioén, un trastorno
relacionado con el cancer, un trastorno relacionado con el metabolismo oxidativo, un trastorno relacionado con la
maduracion de proteinas, un trastorno relacionado con la transduccion de sefales, un trastorno relacionado con la
respuesta al estrés, un trastorno relacionado con la estructura del tejido, un trastorno relacionado con el factor de
transcripcion, un trastorno relacionado con el transporte y un trastorno relacionado con el metabolismo xenobiético.
Los genes de enzimas antioxidantes y del metabolismo xenobidtico se pueden evaluar en células humanas;
expresion génica de células endoteliales microvasculares; expresién de genes de transporte de membrana;
resistencia inmunitaria; control de la transcripcién de la expresion de receptores de hormonas; y patrones de
expresion génica con resistencia a farmacos en carcinomas y tumores.

El uno 0 més de los acidos nucleicos que se han de medir estdn asociados con uno de los estados bioldgicos en
mayor grado que el otro u otros. Por ejemplo, uno o mas de los &acidos nucleicos que se han de evaluar se asocian
con un primer estado biol6gico y no con un segundo estado biolégico.

Se puede decir que un acido nucleico esta "asociado con" un estado bioldgico particular cuando el acido nucleico
esta positiva 0 negativamente asociado con el estado bioldgico. Por ejemplo, se puede decir que un acido nucleico
esta "asociado positivamente" con un primer estado biolégico cuando el acido nucleico aparece en cantidades
superiores en un primer estado biolégico comparado con un segundo estado biolégico. Como ilustracion, se puede
decir que los genes altamente expresados en las células cancerosas en comparacion con las células no cancerosas
estan positivamente asociados con el cancer. Por otro lado, se puede decir que un &cido nucleico presente en
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cantidades mas bajas en un primer estado biolégico comparado con un segundo estado biolégico esta
negativamente asociado con el primer estado bioldgico.

El acido nucleico que se ha de medir y/o enumerar puede corresponder a un gen asociado con un fenotipo
particular. La secuencia del acido nucleico puede corresponder a las regiones transcritas, expresadas y/o
reguladoras del gen (por ejemplo, una regién reguladora de un factor de transcripcion, por ejemplo, un factor de
transcripcion para corregulacion).

En algunos métodos descritos en el presente documento, las cantidades expresadas de mas de 2 genes se miden y
se usan para proporcionar un indice numérico indicativo de un estado biolégico. Por ejemplo, en algunos casos, los
patrones de expresién de genes multiples se usan para caracterizar un estado fenotipico dado, por ejemplo, un
fenotipo clinicamente relevante. Se pueden medir y usar cantidades expresadas de al menos aproximadamente 5
genes, al menos aproximadamente 10 genes, al menos aproximadamente 20 genes, al menos aproximadamente 50
genes o al menos aproximadamente 70 genes para proporcionar un indice numérico indicativo de un estado
biolégico. En algunos de los métodos descritos en el presente documento se pueden medir y usar cantidades
expresadas de menos de aproximadamente 90 genes, menos de aproximadamente 100 genes, menos de
aproximadamente 120 genes, menos de aproximadamente 150 genes o menos de aproximadamente 200 genes
para proporcionar un indice numérico indicativo de un estado biolégico.

La determinacién de qué calculo matematico se ha de utilizar para proporcionar un indice numérico indicativo de un
estado biolégico se puede lograr mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, en las técnicas
matematicas, estadisticas y/o computacionales. La determinacion del calculo matematico puede implicar un uso de
software. Por ejemplo, se puede usar un software de aprendizaje automatico.

Los valores numéricos matematicamente calculados se pueden referir al uso de cualquier ecuacién, operacion,
férmula y/o regla para interactuar valores numeéricos, por ejemplo, una suma, diferencia, producto, cociente, potencia
logaritmica y/u otro calculo matematico. Un indice numérico se puede calcular dividiendo un numerador por un
denominador, donde el numerador corresponde a una cantidad de un &cido nucleico y el denominador corresponde
a una cantidad de otro acido nucleico. En algunos casos, el numerador corresponde a un gen positivamente
asociado con un estado biolégico dado y el denominador corresponde a un gen asociado negativamente con el
estado biolégico. En algunos de los métodos descritos se puede usar mas de un gen asociado positivamente con el
estado bioldgico que se evalia y mas de un gen asociado negativamente con el estado biolégico que se evalta. Por
ejemplo, se puede derivar un indice numérico que comprenda valores numéricos para los genes asociados
positivamente en el numerador y valores numéricos para un ndmero equivalente de los genes asociados
negativamente en el denominador. En dichos indices numéricos equilibrados, los valores numéricos de los acidos
nucleicos de referencia se cancelan. Los valores numéricos equilibrados pueden neutralizar los efectos de la
variacion en la expresién de los genes que proporcionan los acidos nucleicos de referencia. En algunos métodos, un
indice numérico se calcula mediante una serie de una o mas funciones matematicas.

Se pueden comparar, por ejemplo, distinguir, mas de 2 estados biol6gicos. Por ejemplo, se pueden proporcionar
muestras a partir de una gama de estados bioldgicos, por ejemplo, correspondientes a diferentes estadios de
progresion de la enfermedad, por ejemplo, diferentes estadios de cancer. Las células en diferentes estadios de
cancer, por ejemplo, incluyen una célula no cancerosa frente a una célula cancerosa sin metastasis frente a una
célula con metastasis de un paciente determinado en varios momentos durante el curso de la enfermedad. Se
pueden usar células cancerosas de varios tipos de cancer, incluyendo, por ejemplo, un cancer de vejiga, un cancer
de huesos, un tumor cerebral, un cancer de mama, un cancer de colon, un cancer de sistema endocrino, un cancer
gastrointestinal, un cancer ginecoldgico, cancer de cabeza y cuello, una leucemia, un cancer de pulmoén, un linfoma,
una metéstasis, un mieloma, tejido neoplasico, un cancer pediatrico, un cancer de pene, un cancer de prostata, un
sarcoma, un cancer de piel, un cancer testicular, un cancer de tiroides y un cancer del tracto urinario. Se pueden
desarrollar biomarcadores para predecir qué antineoplasico puede funcionar mejor para un determinado tipo de
cancer, por ejemplo, en un paciente en particular.

Una célula no cancerosa puede incluir una célula de hematoma y/o tejido cicatricial, asi como parénquima
morfolégicamente normal de pacientes sin cancer, por ejemplo, pacientes sin cancer relacionados o no relacionados
con un paciente con cancer. Las células no cancerosas también pueden incluir parénquima morfolégicamente
normal de pacientes con cancer, por ejemplo, de un sitio cercano al sitio del cancer en el mismo tejido y/o el mismo
6rgano; de un sitio mas alejado del sitio del cancer, por ejemplo, en un tejido y/u érgano diferente en el mismo
sistema de 6rganos, o de un sitio ain mas alejado, por ejemplo, en un érgano diferente y/o un sistema de 6rganos
diferente.

Los indices numéricos obtenidos se pueden proporcionar como una base de datos. Los indices numéricos y/o sus
bases de datos pueden encontrar uso en diagnéstico, por ejemplo, en el desarrollo y la aplicacion de pruebas
clinicas.

Aplicaciones diagndsticas
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En el presente documento también se describe un método para identificar un estado biolégico. En algunos casos, el
método comprende medir y/o enumerar una cantidad de cada uno de 2 acidos nucleicos en una muestra,
proporcionando las cantidades como valores numéricos; y usar los valores numéricos para proporcionar un indice
numeérico, a través del cual el indice numérico indica el estado biolégico.

Un indice numérico que indica un estado biolégico se puede determinar cémo se describié anteriormente. La
muestra se puede obtener de una muestra bioldgica, por ejemplo, una muestra biol6gica recogida de un sujeto al
que hay que tratar. El sujeto puede estar en un entorno clinico, que incluye, por ejemplo, un hospital, una consulta
de un proveedor de atencién médica, una clinica y/u otro establecimiento de atencién médica y/o investigacion. Las
cantidades de acido(s) nucleico(s) de interés en la muestra se pueden medir y/o enumerar.

Cuando se va a evaluar un numero dado de genes, se pueden obtener datos de expresion para ese niumero dado de
genes simultaneamente. Al comparar el patrén de expresion de ciertos genes con los de una base de datos, se
puede determinar un antineoplasico al que probablemente responderia un tumor con ese patron de expresion
génica.

Los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para cuantificar un gen exégeno normal en
presencia de gen enddgeno mutado. Usando cebadores que abarcan la region eliminada, se puede amplificar
selectivamente y cuantificar la expresion de un gen normal transfectado y/o un gen constitutivo anormal.

Los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para determinar niveles de expresion normales,
por ejemplo, proporcionando valores numéricos correspondientes a los niveles de expresién de un transcrito del gen
normal. Dichos métodos se pueden usar para indicar un estado biolégico normal, al menos con respecto a la
expresion del gen evaluado.

Los niveles normales de expresién se pueden referir al nivel de expresion de un transcrito en condiciones
normalmente no asociados con una enfermedad, trauma, y/u otra lesién celular. Los niveles de expresion normales
se pueden proporcionar como un numero, o preferentemente como un intervalo de valores numéricos que
corresponden a un intervalo de expresion normal de un gen particular, por ejemplo, dentro de +/- un porcentaje de
error experimental. Un valor numérico obtenido para un acido nucleico dado en una muestra, por ejemplo, un acido
nucleico correspondiente a un gen particular, se puede comparar con valores numéricos normales establecidos, por
ejemplo, mediante comparacién con los datos en una base de datos proporcionada en el presente documento.
Como los valores numéricos pueden indicar el niumero de moléculas del acido nucleico en la muestra, esta
comparacién puede indicar si el gen se esta expresando en niveles normales o no.

El método se puede usar para identificar un estado biolégico que comprende la evaluacion de una cantidad de un
acido nucleico en una primera muestra, y proporcionar dicha cantidad como un valor numérico en el que dicho valor
numérico es directamente comparable con un nimero de otras muestras. En algunos métodos, el valor numérico es
potencialmente comparable directamente con un ndmero ilimitado de otras muestras. Las muestras se pueden
evaluar en diferentes momentos, por ejemplo, en dias diferentes; en el mismo o diferentes experimentos en el
mismo laboratorio; y/o en diferentes experimentos en diferentes laboratorios.

Terapéutica

En el presente documento también se divulga un método para mejorar el desarrollo de farmacos. Por ejemplo, el uso
de una mezcla estandarizada de patrones internos, una base de datos de valores numéricos y/o una base de datos
de indices numéricos se puede usar para mejorar el desarrollo de farmacos.

En algunos métodos, la modulacion de la expresion génica se mide y/o se enumera en una 0 mas de estas etapas,
por ejemplo, para determinar el efecto de un farmaco candidato. Por ejemplo, un farmaco candidato (por ejemplo,
identificado en una etapa dada) se puede administrar a una entidad biolégica. La entidad biol6gica puede ser
cualquier entidad capaz de albergar un acido nucleico, como se describié anteriormente, y se puede seleccionar
apropiadamente en funcion de la etapa de desarrollo del farmaco. Por ejemplo, en la etapa de identificacion
principal, la entidad biolégica puede ser un cultivo in vitro. En la etapa de un ensayo clinico, la entidad biologica
puede ser un paciente humano.

El efecto del farmaco candidato sobre la expresion génica se puede evaluar entonces, por ejemplo, usando
cualquiera de los métodos divulgados en el presente documento. Por ejemplo, una muestra de &cido nucleico se
puede recoger de la entidad biologica y las cantidades de acidos nucleicos de interés se pueden medir y/o
enumerar. Por ejemplo, las cantidades se pueden proporcionar como valores numéricos y/o indices numéricos.
Entonces se puede comparar una cantidad con otra cantidad de ese acido nucleico en una etapa diferente del
desarrollo del farmaco; y/o a valores numéricos y/o indices en una base de datos. Esta comparacion puede
proporcionar informacion para alterar el proceso de desarrollo del farmaco de una 0 mas maneras.

La alteracion de una etapa del desarrollo del farmaco se puede referir a realizar uno 0 mas cambios en el proceso de
desarrollo de un farmaco, preferentemente para reducir el tiempo y/o el gasto para el desarrollo del farmaco. Por
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ejemplo, la alteracion puede comprender la estratificacion de un ensayo clinico. La estratificacion de un ensayo
clinico se puede referir, por ejemplo, a la segmentacion de una poblacién de pacientes dentro de un ensayo clinico
y/o a la determinacion de si un individuo particular puede o no participar en el ensayo clinico y/o continuar a una fase
posterior del ensayo clinico. Por ejemplo, los pacientes se pueden segmentar seguin una o mas caracteristicas de su
composicién genética determinada. Por ejemplo, considere un valor numérico obtenido en una etapa preclinica, por
ejemplo, de un cultivo in vitro que se encuentra que corresponde a la ausencia de respuesta a un farmaco candidato.
En la etapa de ensayo clinico, los sujetos que muestran un valor numérico igual o similar pueden quedar exentos de
participar en el ensayo. De esta forma, el proceso de desarrollo de farmacos ha sido alterado en consecuencia,
ahorrando tiempo y costes.

Kits

Los controles internos de amplificacion (IAC) / patrones internos (Pl) competitivos descritos en el presente
documento se pueden ensamblar y proporcionar en forma de kits. El kit puede proporcionar el IAC y los reactivos
necesarios para realizar una PCR, incluida PCR mudltiple y secuenciacién de nueva generacién (NGS). El IAC se
puede proporcionar en una Unica forma concentrada en la que se conoce la concentraciéon o diluirse en serie en
solucién a al menos una de varias concentraciones de trabajo conocidas.

Los kits pueden incluir Pl de 150 dianas enddgenas identificadas, como se describe en el presente documento, o Pl
de 28 dianas de ERCC, como se describe en el presente documento, o ambos. Estos Pl se pueden proporcionar en
una solucion que permita que el Pl permanezca estable durante varios anos.

Los kits también pueden proporcionar cebadores disefiados especificamente para amplificar el Pl de 150 dianas
enddgenas, el Pl de 28 dianas de ERCC, y sus dianas naturales correspondientes. Los kits también pueden
proporcionar uno 0 mas recipientes llenos con uno o mas reactivos de PCR necesarios, que incluyen pero no se
limitan a dNTP, tampdn de reaccion, polimerasa Taq y agua libre de RNasa. Opcionalmente asociado con dicho(s)
recipiente(s) es un aviso en la forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta
de IAC y reactivos asociados, cuyo aviso refleja la aprobacién por parte de la agencia de fabricacion, uso o venta
para uso en investigacion.

Los kits pueden incluir instrucciones apropiadas para preparar, ejecutar y analizar PCR, incluyendo PCR mudiltiple y

NGS, usando el Pl incluido en el kit. Las instrucciones pueden estar en cualquier formato adecuado, incluidos pero
no limitados a materiales impresos, cintas de video, discos legibles por ordenador o discos 6pticos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reducir el sobremuestreo de dianas de acidos nucleicos naturales sobrerrepresentadas y el error
de muestreo estocastico asociado con la secuenciacion profunda, que comprende:

i) preparar una mezcla que comprende un numero conocido de moléculas de acido nucleico de control interno de
amplificacion (IAC) competitivo correspondientes a cada diana de &cido nucleico natural; y

ii) mezclar la mezcla de IAC competitivos de la etapa i) con una muestra que contiene una diana de acido nucleico
natural antes de la preparacién de una biblioteca para secuenciacion, o antes de la secuenciacién si no se requiere
la preparacion de la biblioteca;

en el que cada diana de acido nucleico natural es similar a su respectivo IAC competitivo, con la excepcién de uno o
mas cambios en la secuencia de acido nucleico que son identificables con la secuenciacion, y

en el que dichos cambios pueden incluir una o mas deleciones, adiciones o alteraciones en el ordenamiento o la
composicion de los nucleétidos usados;

iii) evaluar la proporcion de eventos de secuenciacion entre la diana de acido nucleico natural y su respectivo IAC
competitivo, junto con el nimero conocido de moléculas de acido nucleico de IAC competitivo introducidas en la
muestra antes de la preparacion de la biblioteca; y

iv) determinar cuantificablemente la cantidad original de cada diana de acido nucleico natural en la muestra original
antes de la preparacion de la biblioteca y la secuenciacion.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el nimero conocido de la etapa i) comprende uno o mas de:
abundancia, concentracion y cantidad.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que los eventos de secuenciacion de la etapa iii) comprenden uno o mas
de: observaciones, recuentos y lecturas.

4. Un método para determinar cuantificablemente un nimero de copias de dianas de &cidos nucleicos naturales de
una diana de acido nucleico natural en una muestra, que comprende:

introducir un control interno de amplificacién (IAC) competitivo en una muestra de dianas de acidos nucleicos antes
de la preparacion de la biblioteca de manera que la diana de &acido nucleico natural y el IAC competitivo
experimenten un error no sistematico y/o un sesgo especifico del secuenciador de forma similar, en el que en un
extremo de la preparacién de la biblioteca de secuenciacion, la proporcién relativa entre cada diana natural Unica
convergera hacia una abundancia equimolar en la biblioteca.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que la abundancia equimolar comprende una abundancia uniforme en la
biblioteca.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que, por cada reduccién de 10 veces en el rango de
abundancia entre las dianas de acidos nucleicos naturales, se requieren 10 veces menos lecturas de secuenciacion.

7. Un método que comprende:

i) evaluar una proporciéon de eventos de secuenciacion entre al menos una diana de &cido nucleico natural y su
patron de control interno de amplificacion (IAC) competitivo respectivo;

i) evaluar el numero original de moléculas de IAC competitivo introducidas en la muestra antes de la preparacién de
la biblioteca; y

ii) determinar el numero original de moléculas para cada diana de &cido nucleico natural en la muestra antes de la
preparacion de la biblioteca y secuenciacion multiplicando la proporcién entre acido nucleico natural y el IAC por el
nuamero de entrada de IAC competitivos originales.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el método incluye usar la misma mezcla de moléculas de IAC
competitivo en multiples pruebas diferentes.
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Valoracion de ADNg en 119 ensayos de qNGS
estandarizada (reactivos SEQC)
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Valoracion de ADNg en 119 ensayos de qNGS
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SEQC B-RT1
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Analisis de la exactitud del ensayo
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Curvas ROC de expresion diferencial:
C esperado (0,75A:0,25B) vs. C observado
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Copias observadas de plantilla en la muestra SEQC A (RT2)
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Reproducibilidad de la preparacion
estandarizada de la biblioteca de gNGS

Muestra A - Transcripcion inversa 1 vs. 2 (n = 97)

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ \\\\\\\\ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

A A A A A A A A S e S A S e

$ & 9 SN R g 4
Ty RIRREN RIRTR 5
18 JEER ERE ¥

Copias observadas de plantilla en la muestra SEQC A (RT1)

FIG. 5

34



Copias observadas de plantilla en la muestra SEQC C
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Exactitud de la qNGS estandarizada
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Copias esperadas de plantilla en la muestra
SEQC C basada en (0,75xA:0,25xB)

FIG. 6
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Proporcién de acidos nucleicos diana con respecto al acido
nucleico de mayor abundancia (orden de clasificacién

ordenado)
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Abundancia medida de acidos nucleicos en
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Abundancia medida de acidos nucleicos en

la réplica 2 de preparacién de biblioteca de

la muestra A
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Abundancia medida de acidos nucleicos

en la muestra C
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Abundancia medida de acidos

nucleicos en la muestra D
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FIG. 14B
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Proporcion post-PCR
(es decir, la proporcion de lecturas de
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Mezcla de patrones
internos

Muestra de dianas
2. naturales (por ejemplo,
\ ADNc o ADNQg)

Ejemplo de
relaciones de
mezcla DN:PI

Vol

Combinar las preparaciones de biblioteca individuales, purificar el gel y luego secuenciar :‘

Analisis de los datos: Determinar la concentracion de equivalencia a la que [DN] = [PI], en funcién de la
proporcion de recuentos de secuenciacion DN y Pl para cada diana (paneles By C)
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A, .
« Dianas naturales (DN) « Patrones internos (PI)

(por ejemplo, ADNc)
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Cobertura proporcional por diana
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Concentracion medida de ERCC

(copias por preparacion de
biblioteca)
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Muestras C y D de ERCC medidas
(copias por preparacidon de biblioteca)
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Sensibilidad
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Muestra A-RT1 - Dia 2 - OU
(copias por preparacion de biblioteca)
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Muestra A-RT2 - Dia 2 - OU
(copias por preparacidon de biblioteca)
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Mediciéon de muestra C observada
(mediana de abundancia normalizada)
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Medicion de muestra D observada
(mediana de abundancia normalizada)
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Muestras C y D de STARSEQ
(mediana de abundancia normalizada)
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Las diferencias de medicién son sistematicas para cada diana endégena entre

TagMan y STARSEQ en las cuatro muestras SEQC: A, B, Cy D.
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Las diferencias de medicion son sistematicas para cada diana endégena entre

RNA-Seq y STARSEQ en las cuatro muestras SEQC: A, B, Cy D.
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Diana de ADNc endégeno, ID HUGO

FIG. 25
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i\/lediciones de dianas ERCC l

Valida

Negativo verdadero

Fallida

Mediciones de dianas
enddgenas

Valida
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FIG. 26
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ID HUGO y de muestra| STARSEQ Tagman RNA-Seq
RPL3L Muestra D <-2,4879 -3,24 -2,90
ANXA13 Muestra C <-2,127 -3,20 -2,25
MMP7 Muestra C <-1,7003 -3,27 -2,23
KRT24 Muestra D <-1,6589 -3,00 -2,31
KIAA0101 Muestra B <-1,3856 -2,24 -1,64
KRT24 Muestra B <-1,2609 -2,83 -1,88
STMN2 Muestra A <-1,0849 -1,47 -1,92
IL18R1 Muestra B <-0,938 -2,28 -0,81
DPP4 Muestra B <-0,733 -1,64 -0,61
IL18R1 Muestra D <-0,7132 -2,37 -1,10
KIT Muestra C < -0,0946 -0,80 -0,18
KIT Muestra A <0,1187 -1,21 -0,53
IL1F6 Muestra B <-1,9726 ND ND
POU1F1 Muestra C <-1,9169 ND -3,95
POU1F1 Muestra B <-1,8552 ND -2,62
RPL3L Muestra B <-1,8183 ND -3,15
KRT24 Muestra C <-1,6485 ND -2,72
POU1F1 Muestra A <-1,5431 ND -4,18
CYP2C9 Muestra D <-1,1907 ND -3,41
ABCB11 Muestra B <-1,1123 ND -2,38
SERPINB7 Muestra B <-1,0772 ND -3,15
DLG7 Muestra B < -0,8081 ND -2,31
FOXA1 Muestra B < -0,4969 ND 2,42
CYP2C9 Muestra C <0,37 ND -3,20
CYP2C9 Muestra B < 0,6952 ND -2,92
CYP2C9 Muestra A < 0,7906 ND -3,16

FIG. 27
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DE intraensayo; intramuestra
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