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DESCRIPCION
Un método y un kit para detectar de forma no invasiva mutaciones de genes patégenos de sordera fetal
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al campo del diagnéstico genético. Mas especificamente, la presente invenciéon se
dirige a un método para detectar mutaciones de genes patdégenos de sordera fetal. La presente invencion también se
refiere a un kit y a los usos del mismo para detectar mutaciones de genes patégenos de sordera fetal.

Estado de la técnica

La sordera es una enfermedad comun que produce discapacidad y afecta a la salud en los seres humanos y es
también una de las enfermedades genéticas mas comunes en clinica. Segun las estadisticas, Se produce un caso
de disaudia entre cada 1000 nuevos nacimientos en el mundo (Steel K P. New interventions in hearing impairment
[J]. BMJ, 2000, 320(4):622~625). La sordera puede tener muchas razones, siendo la principal el factor genético. La
discapacidad auditiva que sucede en el momento de nacer o antes de los 3 afios de edad se denomina hipoacusia
prelingual, la mitad de los casos por lo menos se deben a una deficiencia genética. En un gran nimero de pacientes
con pérdida auditiva tardia, muchos pacientes desarrollaron dicha enfermedad debido a su deficiencia genética o
debido a una mayor susceptibilidad al ambiente causada por deficiencia genética y polimorfismo. Se estima que hay
en total mas de 100 genes de sordera genética no sindrémica globalmente. A la vista del progreso de investigacion
nacional, la mayoria de los loci de patogenicidad encontrados en China son en GJB2, GJB3, SLC26A4 y 12SrRNA
de mitocondrias.

En el presente documento se proporcionan introducciones breves sobre GJB2, GJB3 y SLC26A4 para una mejor
comprensiéon. Gen GJB2: este gen se localiza en la region autosémica 13q11-12 y la longitud total de ADN es 4804
pb, incluyendo 2 exones. La regiéon codificante es de 678 pb y codifica una conexiéon Connexin26 que consiste en
266 restos de aminoacidos, que pertenece a la proteina beta-2 que es parte de la ruta de circulacion del potasio. La
mutacion del gen GJB2 es la causa mas comun de la sordera genética y la sordera que resulta de la mutacion del
gen GJB2 es prelingual, bilateral y de sordera simétrica, la cual varia mucho en términos del grado de pérdida
auditiva. Puede variar desde leve a extremamente severa, si bien la mayoria es una sordera severa o extremamente
severa. En la poblacion china, los principales tipos de mutacion del gen GJB2 son 235delC, 299-300delAT, 176-
191de116 y similares, que representan sobre el 80 % de las poblaciones con la mutacién del gen GJB2. Gen GJB3:
este gen se localiza en la region autosémica 1933-35, tiene 2 exones y codifica una conexiéon Connexin 31 que
comprende 270 aminoacidos. La mutacion del gen GJB3 puede conducir a una sordera no sindromica genética
autosdmica, dominante o recesiva y se considera que se asocia con pérdida auditiva de alta frecuencia. El gen
SLC26A1 se localiza en la region autosémica 7q31, tiene 21 exones y codifica una proteina transmembrana de
varias pasadas Pendrina que consiste en 780 restos de aminoacidos, que pertenece a la familia transportadora
relacionada principalmente con el transporte idnico yodo/cloruro y juega un papel importante en el manteniendo del
equilibrio de las composiciones de iones del cuerpo. Recientemente, muchos estudios fuera del pais demuestran
que SLC26A4 esta relacionado estrechamente con el sindrome de Pendred (acueducto vestibular dilatado o
acompafiado con sordera nerviosa o malformaciéon del oido interno y bocio) y con el sindrome de acueducto
vestibular dilatado (LVAS, del inglés, Large Vestibular Aqueduct Syndrome). Entre las numerosas mutaciones,
muchas estan presentes tanto en el sindrome de Pendred como en el LVAS. Por tanto, las mutaciones en los
mismos loci pueden dar como resultado distintas interpretaciones clinicas. Existen muchos tipos de mutaciones del
gen SLC26A4, mientras que las frecuencias de mutacion de 281 C>T, 589G>A, IVS7-2A>G, 1174A>T(N392Y),
1226G>A, 1229C>T(T410M), 1975G>C, 2027T>A(L676Q), 2168A>G(HIS723ARG) y IVS15+5G>A son hasta del
82.51 %.

Con el desarrollo de la ciencia y la tecnologia, muchos pacientes con sordera recién nacidos se diagnostican
utilizando métodos de secuenciaciéon Sanger, chip de genes y deteccion de proteinas. Existe también la deteccion
prenatal basada en diagndstico invasivo de genes patdégenos de sordera fetal. Sin embargo, la deteccidn no invasiva
de genes patdgenos de sordera fetal no se ha conseguido todavia.

Objeto de la invencidn

Los presentes inventores exploran un método para la deteccién de mutaciones de genes patégenos de sordera fetal
(genotipo) que utiliza ADN de fragmento de sangre venosa de una mujer embarazada basado en tecnologia de
secuenciacion de alto rendimiento de segunda generacion. Tras el descubrimiento de ADN embrionario en sangre
materna, es posible el diagndstico no invasivo y la deteccion de anomalias cromosémicas fetales y mutaciones de
genes de forma directa (Lo YM et al., (1997) Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet, 350:485-
487). Los productos de lllumina son los mejores entre las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento de
segunda generacion, entre los cuales Miseq y Hiseq son dos productos representativos, uno conocido por la longitud
de secuenciacion y el otro conocido por el rendimiento de secuenciaciéon. En la presente invencién se utiliza el
secuenciador Miseq. Sin embargo, la cantidad de ADN embrionario en sangre es baja y todavia es un problema
técnico a resolver como determinar rapidamente y con precision los genotipos fetales relacionados.
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El problema técnico a resolver en la presente invencién es como detectar de forma no invasiva los genotipos de
genes patdgenos de sordera fetal utilizando la sangre venosa de una mujer embarazada. Por consiguiente, el primer
objetivo de la presente invencién, como se define mediante las reivindicaciones adjuntas, es proporcionar un método
que es capaz de detectar eficazmente mutaciones génicas en loci de mutacidon predeterminados de genes
patégenos de sordera en un feto a través del uso de muestras de ADN de plasma, que comprende las siguientes
etapas:

a) disefar cebadores segun una pluralidad de loci de mutacién predeterminados de genes patégenos de sordera
que comprenden 22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4;

b) probar simultdneamente la pluralidad de loci de mutacion predeterminados de genes patdgenos de sordera
mediante:

i) conectar los ADN de plasma contenidos en una muestra de ADN de plasma obtenida de una mujer
embarazada con enlazadores de coédigos de barras de preamplificacion para obtener productos conectados
marcando las posiciones iniciales y finales de los ADN de plasma y 6 bases diferentes en el extremo 3’ del
enlazador de preamplificacion;

ii) preamplificar por PCR el producto conectado para obtener productos preamplificados;

iii) ciclar el producto preamplificado para obtener ADN ciclados;

iv) amplificar por PCR los ADN ciclados utilizando los cebadores disefiados para obtener productos
amplificados; y

V) secuenciar con alto rendimiento los productos amplificados y detectar mutaciones de los genes patégenos
de sordera fetal, en los que los cebadores son al menos un par de cebadores que estan elongados hacia
atras y son:

GJB2-F1 (SEQ ID NO: 2): CACGCTGCAGACGATCC

GJB2-R1 (SEQ ID NO: 3): CCCCAATCCATCTTCTACTCT
GJB2-F2 (SEQ ID NO: 4): TCCCACATCCGGCTATG

GJB2-R2 (SEQ ID NO: 5): GATGGGGAAGTAGTGATCGTAG
GJB3-F (SEQ ID NO: 7): CGTGGACTGCTACATTGCC

GJB3-R (SEQ ID NO: 8): ATGTTGGGGCAGGGG

PDS3-F (SEQ ID NO: 10): CGTCATTTCGGGAGT

PDS3-R (SEQ ID NO: 11): CTAAGCAGCCATTCC

PDS5-F (SEQ ID NO: 13): CCCTGACTCTGCTGG

PDS5-R (SEQ ID NO: 14): CACTGGCAATCAGGA

PDS7-F2 (SEQ ID NO: 16): TGGCAGTAGCAATTATCGTC
PDS7-R2 (SEQ ID NO: 17): TTTCATATGGAGCCAACCTG
PDS10-F (SEQ ID NO: 19): CCACTGCTCTTTCCCGC
PDS10-R (SEQ ID NO: 20): CAAGAGAAGAATCCTGAGAAGATG
PDS17-F (SEQ ID NO: 22): TTCCTGGACGTTGTTGGAG
PDS17-R (SEQ ID NO: 23): GATATAGCTCCACAGTCAAGCAC
PDS19-F (SEQ ID NO: 25): TCTTGAGATTTCACTTGGTT
PDS19-R (SEQ ID NO: 26): GTTCCATTTTAGAAACGGTA.

—_—— —~
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Segun una realizacion preferida de la invencion, la deteccion de los 22 loci del gen GJB2, gJB3 y gen SLC26A4 se
consigue en una PCR utilizando 9 pares de cebadores.

Segun una realizacion preferida de la invencion, hay al menos diferencias de dos bases entre los enlazadores.

Segun una realizacion preferida de la invencién, los enlazadores son enlazadores de tipo Y emparejados
parcialmente.

Segun una realizacion preferida de la invencién, el método utilizado en la ciclacién de la etapa c) es una ciclacion de
tablilla, en el que se utilizan como tablillas los ADN de cadena unica complementarios de ambos extremos del ADN
preamplificado; y el cierre del anillo se completa mediante una Taq ligasa resistente al calor.

Segun una realizacién preferida de la invencion, la ciclacion de la etapa c) consiste en reacciones multiples de una
circulacion de sistema unico que consta de desnaturalizacion de ADN, alineamiento de ADN de tablilla y conexion.

Segun una realizacion preferida de la invencion, el método de la invencion adicionalmente comprende la digestion
del ADN lineal sin ciclar.

Segun una realizacion preferida de la invencion, el método de la invencion detecta el genotipo de genes patégenos
de sordera fetal utilizando ADN de fragmento de sangre venosa de una mujer embarazada.

Segun una realizacién preferida de la invencion, los genes patdégenos de sordera tienen mutaciones de insercion,
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delecion, sustitucion o de fusion de genes.

El segundo objetivo de la presente invencion, tal como se define por las reivindicaciones adjuntas, es proporcionar
un kit para detectar mutaciones de genes patéogenos de sordera fetal de forma no invasiva, que comprende:
reactivos para extraer los ADN de plasma, un enlazador de cddigo de barras para marcar los ADN de plasma
extraidos a través de las posiciones iniciales y finales de los ADN de plasma extraidos y 6 bases diferentes en el
extremo 3’ del enlazador, una ADN ciclasa, cebadores y reactivos para amplificar los ADN diana y cebadores y
reactivos para preamplificar los loci predeterminados de genes patégenos de sordera, en los que los cebadores para
preamplificar los loci predeterminados de genes patégenos de sordera son un par de cebadores que estan
elongados hacia atras y disefiados para probar simultdneamente una pluralidad de loci de mutaciéon que comprenden
22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4, siendo el par de cebadores:

GJB2-F1 (SEQ ID NO: 2): CACGCTGCAGACGATCC

GJB2-R1 (SEQ ID NO: 3): CCCCAATCCATCTTCTACTCT
GJB2-F2 (SEQ ID NO: 4): TCCCACATCCGGCTATG

GJB2-R2 (SEQ ID NO: 5): GATGGGGAAGTAGTGATCGTAG
GJB3-F (SEQ ID NO: 7): CGTGGACTGCTACATTGCC

GJB3-R (SEQ ID NO: 8): ATGTTGGGGCAGGGG

PDS3-F (SEQ ID NO: 10): CGTCATTTCGGGAGT

PDS3-R (SEQ ID NO: 11): CTAAGCAGCCATTCC

PDS5-F (SEQ ID NO: 13): CCCTGACTCTGCTGG

PDS5-R (SEQ ID NO: 14): CACTGGCAATCAGGA

PDS7-F2 (SEQ ID NO: 16): TGGCAGTAGCAATTATCGTC
PDS7-R2 (SEQ ID NO: 17): TTTCATATGGAGCCAACCTG
PDS10-F (SEQ ID NO: 19): CCACTGCTCTTTCCCGC
PDS10-R (SEQ ID NO: 20): CAAGAGAAGAATCCTGAGAAGATG
PDS17-F (SEQ ID NO: 22): TTCCTGGACGTTGTTGGAG
PDS17-R (SEQ ID NO: 23): GATATAGCTCCACAGTCAAGCAC
PDS19-F (SEQ ID NO: 25): TCTTGAGATTTCACTTGGTT
PDS19-R (SEQ ID NO: 26): GTTCCATTTTAGAAACGGTA.

~— N ~—

Descripcion de las figuras
La Fig. 1 muestra el disefio de cebadores utilizados en la presente invencion.
La Fig. 2 muestra la estructura de productos conectados de la presente invencion.

La Fig. 3 muestra la secuencia auxiliar y la secuencia enlazadora de la presente invencion, en la que la flecha
apunta hacia la posicion necesaria para que sea unida por la Taq ADN ligasa.

La Fig. 4 muestra una realizacién del método de la invencion, que ilustra el esquema de construccién de una
libreria.

Descripcion detallada de la invencién

El primer objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para detectar mutaciones génicas de loci de
mutacion predeterminados de genes patégenos de sordera en un feto a través del uso de muestras de ADN de
plasma, que comprende las etapas como se definieron anteriormente en el presente documento.

Los métodos tradicionales para detectar ADN de fragmento se realizan principalmente mediante PCR, que amplifica
las regiones a prueba antes de la deteccion. Como los cebadores de PCR estan en ambos extremos de las regiones
a prueba, se necesita que las regiones a prueba estén completas. Sin embargo, las regiones a prueba en la mayoria
de los ADN de fragmento son incompletas, dado que los ADN de fragmento se producen por escision aleatoria. Por
consiguiente, el numero de los ADN de fragmento que puede utilizarse como moldes de amplificaciéon es escaso y
dificil de detectar. En la invencion, el intervalo de adecuacion de la amplificacion de cebador y la cantidad eficaz de
moldes se incrementa grandemente mediante la ciclacién de los ADN de fragmento, mejorando asi la sensibilidad de
la deteccion del ADN de fragmento considerablemente. Un aspecto mas importante de la invencién es marcar el
molde inicial utilizando las posiciones inicial y terminal del ADN de fragmento, asi como 6 bases diferentes en el
extremo 3’ del enlazador, mejorando al mismo tiempo la utilidad del molde. Por tanto, se puede determinar
eficazmente si los loci predeterminados en madre y feto han mutado, asi como el tipo de mutacién. Otro aspecto
importante de la invencion es detectar loci multiples para que sean probados simultaneamente, por ejemplo, para
detectar los 22 loci patdgenos de alta frecuencia al mismo tiempo en una muestra a prueba utilizando la tecnologia
Multi-PCR.

El método de deteccion de la invencién se puede usar para detectar ADN de fragmento que comprende mutaciones,
tales como mutacion homocigética y mutacion heterocigoética; o delecion de bases, insercion o sustitucion. "ADN de
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fragmento" de la invencion se refiere a un fragmento corto de ADN con la longitud de aproximadamente 166 pb que
se forma por escision aleatoria del ADN genémico de un organismo.

En resumen, la ciclacién de molde de la invencién hace a los moldes de ADN mas disponibles que la PCR
convencional, mejorando asi la sensibilidad de detecciéon. Marcando los moldes iniciales, utilizando las posiciones
inicial y terminal del ADN de fragmento, asi como las 6 bases diferentes de Cddigo de barras en el extremo 3’ del
enlazador, es posible reducir eficazmente la secuencia a una secuencia molde a través de secuenciacion antes de la
amplificacion por PCR, disminuyendo por tanto la desviaciéon de secuencia resultado de la amplificacion por PCR y
determinando si los loci predeterminados en madre y feto han mutado, asi como el tipo de mutaciones mas
exactamente. Por otra parte, se disefian y optimizan 9 pares de cebadores elongados hacia atras contra loci de
mutacién de alta frecuencia de los genes patdgenos de sordera GJB2, GJB3 y SLC26A4 y se detectan los 22 loci
patégenos de alta frecuencia en una muestra a prueba al mismo tiempo utilizando la tecnologia Multi-PCR.

Disefio experimental de un ejemplo de sordera
1. Disefio de cebador de los loci de mutacion predeterminados de genes patégenos de sordera.

Para conseguir la deteccion de genotipos de mutacion de los loci predeterminados de genes patégenos de sordera
fetal en sangre venosa materna, la mutacion de los loci predeterminados de la invencién es al menos una mutacion
de un gen seleccionado de los 22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4, preferentemente, la mutacion del
gen GJB2 es al menos una mutacion seleccionada de 35delG, 109G>A(VAL37ILE)167delT, 176-191dell6, 235delC y
299 _300delAT; la mutaciéon del gen GJB3 es al menos una mutacion seleccionada de 421A>G(ILE141VAL), 421-
423delATT, 497A-G(ASN166SER), 538C>T(ARG180TER), 547G>A(GLU183LYS) y 580G>A(ALA194THR); vy la
mutacion del gen SCL26A4 es al menos una mutacidon seleccionada de 281C>T, 589G>A, IVS7-2A>G,
1174A>T(N392Y), 1226G>A, 1229C>T(T410M), 1975G>C, 2027T>A(L676Q), 2162C>T(T721M),
2168A>G(HIS723ARG) y IVS15+5G>A. Los loci probados no incluyen C1494T de mitocondrias y loci de mutacion de
A1555G, dado que la cantidad de ADN de mitocondria en plasma en muy escasa. Mas preferentemente, los pares
de cebadores estan disefiados para elongar hacia atras para detectar los loci de mutaciéon predeterminados y el
cebador de extremo anterior estd mas cerca de los loci probados, como se muestra en la Fig. 1. Mas
preferentemente, los 22 loci de los genes GJB2, GJB3 y SLC26A4 se detectan en una PCR utilizando 9 pares de
cebadores mediante Multi-PCR que resuelve la deteccién multipunto. Las secuencias especificas probadas en los
genes GJB2, GJB3 y SLC26A4 y los cebadores son como sigue:

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la region diana destinados al exén 2 de GJB2.

La secuencia del exdn 2 de GJB2 es como sigue (SEQ ID NO: 1):

CGTCTTTTCCAGAGCAAACCGCCCAGAGTAGAAGATGGATTGGGGCACGCTGCA
GACGATCCTGGGGGGTGTGAACAAACACTCCACCAGCATTGGAAAGATCTGGCT
CACCGTCCTCTTCATTTTTCGCATTATGATCCTCGTTGTGGCTGCAAAGGAGGTG
TGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTTGTCTGCAACACCCTGCAGCCAGGCTGCAA
GAACGTGTGCTACGATCACTACTTCCCCATCTCCCACATCCGGCTATGGGCCCTG
CAGCTGATCTTCGTGTCCACGCCAGCGCTCCTAGTGGCCATGCACGTGGCCTACC
GGAGACATGAGAAGAAGAGGAAGTTCATCAAGGGGGAGATAAAGAGTGAATTT
AAGGACATCGAGGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGCAT

GJB2-F1 (SEQ ID NO: 2): CACGCTGCAGACGATCC
GJB2-R1 (SEQ ID NO: 3): CCCCAATCCATCTTCTACTCT
GJB2-F2 (SEQ ID NO: 4): TCCCACATCCGGCTATG
GJB2-R2 (SEQ ID NO: 5): GATGGGGAAGTAGTGATCGTAG

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la region diana destinados al exén 2 de GJB3.

La secuencia del exdn 2 de GJB3 es como sigue (SEQ ID NO: 6):
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AGGCAAGAAGCACGGAGGCCTGTGGTGGACCTACCTGTTCAGCCTCATCTTCAA
GCTCATCATTGAGTTCCTCTTCCTCTACCTGCTGCACACTCTCTGGCATGGCTTCA
ATATGCCGCGCCTGGTGCAGTGTGCCAACGTGGCCCCCTGCCCCAACATCGTGG
ACTGCTACATTGCCCGACCTACCGAGAAGAAAATCTTCACCTACTTCATGGTGGG
CGCCTCCGCCGTCTGCATCGTACTCACCATCTGTGAGCTCTGCTACCTCATCTGC

CACAGGGTCCTGCGAGGCCTGCACAAGGACAAGCCTCGA

GJB3-F (SEQ ID NO: 7): CGTGGACTGCTACATTGCC
GJB3-R (SEQ ID NO: 8): ATGTTGGGGCAGGGG

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la region diana destinados al exén 3 de SLC26A4.

La secuencia del exén 3 de SLC26A4 es como sigue (SEQ ID NO: 9):
TCATGATAGTTTAGAAAAGATACATCTGTAGAAAGGTTGAATATTTACCGTTTCTA
AAATGGAACCTTGACCCTCTTGAGATTTCACTTGGTTCTGTAGATAGAGTATAGC
ATCATGGACCGTCAAAAAGAATGTGTCCTTTCTAATGTTGTCGTCAAAGAACCCG
CATTGCTCCAGCTTTTCTATCACATAATCTTCAAAAGAAAGACACAATGTTTTGTT

10 AGTTCCTAGGAAAAGAAA
PDS3-F (SEQ ID NO: 10): CGTCATTTCGGGAGT PDS3-R (SEQ ID NO: 11): CTAAGCAGCCATTCC
Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la region diana destinados al ex6n 5 de SLC26A4.

15
La secuencia del exén 5 de SLC26A4 es como sigue (SEQ ID NO: 12):

AATGTATAATTCAGAAAACCAGAACCTTACCACCCGCAGTGATCTCACTCCAACA
ACGTCCAGGAAAGATATAGCTCCACAGTCAAGCACAAGGCTATGGATTGGCACT
TTGGGAACGTTCACTTTGACTGGAAGCTCAGAGTTCCAATCCACTTGAATCTCTA
TTTCCTTGGTTGGGATATCAAGTTCCTCCAGATCTTCAATATCCTCATCAGGCTCA
AAAGCATTATTTGTTGAAACAGCATCACTTATGATGCCATTCTAAACGAAGAAAA
CACTGTCAACTTAATTGTCAAAGAT

20 PDS5-F (SEQ ID NO: 13): CCCTGACTCTGCTGG
PDS5-R (SEQ ID NO: 14): CACTGGCAATCAGGA

Cebadores de amplificacién elongados hacia atras en la region diana destinados al exén 7, intrédn 7 y exén 8 de
SLC26A4. La secuencia del exon 7 de SLC26A4, intrédn 7 y exén 8 son como sigue (SEQ ID NO: 15):
25
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ACGCTGGTTGAGATTTTTCAAAATATTGGTGATACCAATCTTGCTGATTTCACTGC
TGGATTGCTCACCATTGTCGTCTGTATGGCAGTTAAGGAATTAAATGATCGGTTTA
GACACAAAATCCCAGTCCCTATTCCTATAGAAGTAATTGTGGTAAGTAGAATATGT
AGTTAGAAAGTTCAGCATTATTTGGTTGACAAACAAGGAATTATTAAAACCAATG
GAGTTTTTAACATCTTTTGTTTTATTTCAGACGATAATTGCTACTGCCATTTCATAT

GGAGCCAACCTGGAAAAAAATTACAATGCTGGCATTGTTAAATCCATCCCAAGG
GG

PDS7-F2 (SEQ ID NO: 16): TGGCAGTAGCAATTATCGTC
PDS7-R2 (SEQ ID NO: 17): TTTCATATGGAGCCAACCTG

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la regidn diana destinados al exén 10 de SLC26A4.

La secuencia del exén 10 de SLC26A4 es como sigue (SEQ ID NO: 18):

GAATTCATTGCCTTTGGGATCAGCAACATCTTCTCAGGATTCTTCTCTTGTTTTGT

GGCCACCACTGCTCTTTCCCGCACGGCCGTCCAGGAGAGCACTGGAGGAAAGA
CACAG

PDS10-F (SEQ ID NO: 19): CCACTGCTCTTTCCCGC
PDS10-R (SEQ ID NO: 20): CAAGAGAAGAATCCTGAGAAGATG

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la regidn diana destinados al exén 17 de SLC26A4.

La secuencia del exén 17 de SLC26A4 es como sigue (SEQ ID NO: 21):

AATGGCATCATAAGTGATGCTGTTTCAACAAATAATGCTTTTGAGCCTGATGAGG
ATATTGAAGATCTGGAGGAACTTGATATCCCAACCAAGGAAATAGAGATTCAAGT
GGATTGGAACTCTGAGCTTCCAGTCAAAGTGAACGTTCCCAAAGTGCCAATCCA
TAGCCTTGTGCTTGACTGTGGAGCTATATCTTTCCTGGACGTTGTTGGAGTGAGA
TCACTGCGGGTG

PDS17-F (SEQ ID NO: 22): TTCCTGGACGTTGTTGGAG
PDS17-R (SEQ ID NO: 23): GATATAGCTCCACAGTCAAGCAC

Cebadores de amplificacion elongados hacia atras en la region diana destinados al ex6n 19 de SLC26A4.

La secuencia del exén 19 de SLC26A4 es como sigue (SEQ ID NO: 24):

AAAACATTGTGTCTTTCTTTTGAAGATTATGTGATAGAAAAGCTGGAGCAATGCG
GGTTCTTTGACGACAACATTAGAAAGGACACATTCTTTTTGACGGTCCATGATGC
TATACTCTATCTACAGAACCAAGTGAAATCTCAAGAGGGTCAAGGTTCCATTTTA
GAAACGGTAAATATTCAACCTTTCTACAGATGTATCTTTTCTAAACTATCATG

PDS19-F (SEQ ID NO: 25): TCTTGAGATTTCACTTGGTT
PDS19-R (SEQ ID NO: 26): GTTCCATTTTAGAAACGGTA
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2. Disefno de enlazador del ADN de plasma

Para conseguir deteccién de molde cuantificada de los loci de genes patégenos de sordera, la invencion empled
enlazadores de codigos de barras (secuencias multiples marcadas) para marcar las secuencias de ADN de plasma.
El marcado se obtiene utilizando las posiciones inicial y terminal del ADN de fragmento asi como las 6 bases
diferentes del extremo 3’ del enlazador. La marcacion anterior consigue dos objetivos: uno es marcar
cuantitativamente los moldes iniciales de los loci probados; el otro es excluir la contaminacién entre diferentes
muestras en el mismo lote. Para conseguir el primer objetivo, el nUmero de tipos de combinaciéon de un grupo de
enlazadores de codigos de barra tiene que ser mucho mayor que el nUmero maximo de los moldes con las mismas
posiciones de inicio y las mismas posiciones terminales. Por ejemplo, en 1 ml de plasma, el nimero maximo de
moldes con las mismas posiciones de inicio y las mismas posiciones terminales es aproximadamente 10 y el numero
de tipos de combinaciones de cada grupo de enlazadores de cédigo de barra de la invencion es 10, por tanto, el
numero de combinaciones aleatorias de direccion 5 y direccion 3’ de los enlazadores es 100. El numero de
combinaciones de 100 es mucho mayor que el niumero de moldes de 10, por tanto cada molde se asegura la union a
distinto tipo de enlazadores de cddigo de barras. Para conseguir el segundo objetivo, se disefiaron en la invencién
diferentes combinaciones de enlazadores de cddigo de barras. En total hay 16 grupos de enlazadores de cédigo de
barras sin repeticion entre cada grupo de enlazadores, por tanto, se puede detectar un maximo de 16 muestras en
un experimento. Mas preferentemente, hay al menos diferencias de dos bases entre diferentes enlazadores de
codigos de barras, para reducir por tanto la posibilidad de error. La funcién de correccion de los enlazadores de
codigo de barras consigue la cuantificacion y elimina la contaminacién. Por tanto, se puede determinar eficazmente
si los loci predeterminados en madre y feto han mutado, asi como el tipo de mutacion. El enlazador especifico y las
secuencias de cebador son como sigue:

Disefio de enlazador, necesidad de alinearse con una cadena doble:

ssCycAB-1 (SEQ ID NO: 27): GTCTCATCCCTGCGTG(NNNNNNT)
ssCycAB-2 (SEQ ID NO: 28): p(NNNNNN)CACGCAGGGTACGTGT

en el que N puede ser cualquier aminoacido.
Cebadores de amplificacion de prelibreria:

ssCycUniprimer-F(SEQ ID NO: 29): GTCTCATCCCTGCGTG
ssCycUniprimer-R(SEQ ID NO: 30): ACACGTACCCTGCGTG

3. Ciclacién de la prelibreria

Los métodos tradicionales para detectar ADN de fragmento se realizan principalmente mediante PCR, que amplifica
las regiones a prueba antes de la deteccion. Como los cebadores de PCR estén disefiados en ambos extremos de
las regiones a prueba, se necesita que las regiones a prueba estén completas. Sin embargo, las regiones a prueba
en la mayoria de los ADN de fragmento son incompletas, dado que los ADN de fragmento se producen por escision
aleatoria. Por consiguiente, el nimero de los ADN de fragmento que pueden utilizarse como moldes de amplificacion
es escaso Yy dificil de detectar mediante PCR. La invencion utiliza un fragmento de ADN de plasma
(aproximadamente 166 pb) para conseguir deteccién de molde cuantificada de los loci de los genes patégenos de
sordera. Primero, el ADN de fragmento se cicla. Siempre que el punto de escision no esté en el molde de los
cebadores elongados hacia atras, se puede llevar a cabo la amplificacion. Por tanto, el intervalo de adaptacion de la
amplificacion del cebador y la cantidad eficaz de moldes se incrementan y la sensibilidad de deteccién del fragmento
de ADN también mejora considerablemente. Después de la conexion del ADN de plasma y los enlazadores, se
amplifica la prelibreria y posteriormente se cicla. La ciclacion de la prelibreria se puede ser de autoconexiéon en un
anillo. La invencién selecciona la ciclaciéon de tablila de cadena uUnica con secuencias auxiliares especificas.
Preferentemente, los enlazadores conectados a ADN de fragmento de plasma son enlazadores de tipo Y
emparejados parcialmente, en los que la longitud de bases emparejadas siguiente al codigo de barras es 9 pb y la
longitud de bases desemparejadas es 7 pb. Preferentemente, se utiliza un ADN de cadena unica que es
complementario de los enlazadores de tipo Y para ayudar a la ciclacién. Los enlazadores y secuencias auxiliares son
complementarios entre si para formar cadenas dobles, en las que la longitud de la secuencia auxiliar es 32 pb.
Preferentemente, los extremos entre las secuencias de enlazadores estan conectados mediante la Taq ADN ligasa
(M0208L) de NEB.

Secuencia auxiliar:
Puente (SEQ ID NO: 31): GTGCGTCCCTACTCTGTGTGCATGGGACGCAC

Realizaciones especificas

Protocolos experimentales:
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1. Extraccién de ADN de plasma

El ADN de plasma se extrajo de 1-2 mil de plasma mediante el kit QlAamp Circulating Nucleic Acid (N.° de catalogo
55114). El ADN se eluyo en 45 pl de tampon de eluciéon, en el que se utilizaron 2 pl para la detecciéon de

concentracion mediante Qubit.

2. Relleno final y adicion de A en el ADN de plasma

La mezcla de reaccion se preparé como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1
Tampén de ADN polimerasa de T4 (10 X) | 5 pl
ADN de plasma 40,5 pl
Taq polimerasa 0,5 ul
ADN polimerasa de T4 2,0yl
dNTP 10 mM 2,0 pl
Volumen total 50 ul

Reaccion en una maquina de PCR:

37 °C: 20 min
72 °C: 20 min
4 °C: mantener

El producto con adicion de A se purificé en una columna, se disolvié en 25 pl de tampdn EB y se eluyd dos veces.

3. Conexioén con los enlazadores

La mezcla de reaccion se preparé como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2

ADN

22 ul

Tampon de ligasa Quick 2X | 25 pl

Enlazador CycAB 7,5 uM 2 ul

ADN ligasa de T4 (HC) 1 pl

Volumen total

50 pl

Reaccion en una maquina de PCR:
20 °C: 15 min

65 °C: 10 min

4 °C: mantener

4. Construccioén de prelibreria

4.1 PCR (sistema 100 pl), la mezcla de reaccion se preparé como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3
Phusion PCR Master Mix (2X) 50 ul
CycUniprimer (F-10 uM, R-35 uM) 2yl
Productos conectados con enlazadores | 50 pl
Volumen total 100 pl

4.2 Los programas de PCR se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4

98 °C

30s

1 ciclo

98 °C

10s

65 °C

30s

72 °C

30s

14 ciclos

72°C

5 min

1 ciclo

4°C

mantener
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5. Fosforilacién y ciclacion

5.1 El sistema de fosforilacion y ciclacion se preparé como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5

ATP 0,4 pl
T4 PNK 0,5yl
Tampén de Taq ligasa 10X | 4 pl
Puente (10 uM) 4 ul
Productos prelibreria 12 ul
Taq Ligasa 2 ul
EB 17,1 pl
Volumen total 50 ul

5.2 Los programas de PCR se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
37°C |30 min
95°C |30s .
50°C |2 min 30 ciclos
4°C mantener

6. Digestion de exonucleasa

6.1 Los componentes, como se muestran en la Tabla 7, se afadieron en el sistema de reaccion de la etapa 5, en
orden.

Tabla 7
Exo | 1 pl
Exo Il 1 ul
Reaccién en una maquina de PCR a 37 °C durante 10 min
PK (3 mg/ml) [1ul

6.2 Las condiciones de reaccion son como se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
50 °C 10 min
99 °C 4 min
4°C mantener

7. Cribado de PCR de la region diana utilizando los cebadores elongados hacia atras

La deteccion de los 22 loci del gen GJB2, gen gJB3 y gen SLC26A4 se realizé en una PCR utilizando 9 pares de
cebadores mediante Multi-PCR, que resuelve la deteccién multipunto.

7.1 El sistema de reaccion de PCR se preparé como se muestra en la Tabla 9

Tabla 9
Phusion PCR Master Mix (2x) 50 pl
Mezcla de cebadores (Primer Mix) (0.5-2 yM para cada uno) | 4 pl
ADN ciclado 43l
EB 3yl
Volumen total 50 pl

7.2 Las condiciones de reaccién de PCR se muestran en la Tabla 10

Tabla 10
[98°C|30s [1ciclo |

10
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(continuacion)
98°C|10s
60°C|30s 25 ciclos
72°C|30s
72 °C |5 min 1 ciclo
4 °C | mantener

Después de la reaccion de PCR, el producto se purificé inmediatamente utilizando 90 pl de perlas XP Beads (0.9x) y
se disolvié después en 26 pl de tampon EB.

8. Generacion de la libreria final

8.1 El sistema de reaccion de PCR se prepard como se muestra en la Tabla 11

Tabla 11
Phusion PCR Master Mix (2x) 25 pl
lllumina-Nextera-F (25 uM) 0,5 ul
Cebador indice (Index Primer) (25 uM) | 0,5 pl
Productos de PCR cribados 24 ul
Volumen total 50 ul

8.2 Las condiciones de reaccion de PCR fueron como se muestran en la Tabla 12

Tabla 12
98°C|30s 1 ciclo
98°C|10s
65°C|30s 25 ciclos
72°C|30s
72 °C |5 min 1 ciclo
4 °C | mantener

Después de la reaccion de PCR, se analizaron 10 pl de producto mediante electroforesis en gel de agarosa 2 %,
mientras que otros productos se purificaron y reciclaron utilizando perlas XP Beads 0.8x y se disolvieron finalmente
en 22 pl de tampodn EB, los cuales se utilizaron en una Q-PCR (PCR cuantitativa) posterior como la libreria final. El
tamafio de la libreria final es 320 pb (utilizado en calcular la concentracion de Q-PCR) y se debe mezclar con el
cebador de secuenciacion Read1 de NEXTERA para la secuenciacién. La secuenciacion de extremo doble de 300
pb se realizo utilizando Miseq de lllumina.

La muestra fue plasma de una mujer embarazada. Preferentemente, la mutacion de los loci predeterminados es al
menos una mutacién de un gen seleccionado de los 22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4. Mas
preferentemente, la mutacion del gen GJB2 es al menos una mutacién seleccionada de 35delG,
109G>A(VAL37ILE)167delT, 176-191 dell6, 235delC y 299_300delAT; la mutacion del gen GJB3 es al menos una
mutacion seleccionada de 421A>G(ILE141VAL), 421-423delATT, 497A-G(ASN166SER), 538C>T(ARG180TER),
547G>A(GLU183LYS) y 580G>A(ALA194THR); y la mutacion del gen SCL26A4 es al menos una mutacion
seleccionada de 281 C>T, 589G>A, IVS7-2A>G, 1174A>T(N392Y), 1226G>A, 1229C>T(T410M), 1975G>C,
2027T>A(L676Q), 2162C>T(T721 M), 2168A>G(HIS723ARG) y IVS15+5G>A. Para mayor comodidad de la
descripcion, los loci de mutacion anteriores probados mediante combinaciones de cebadores se resumen como se
muestra en la Tabla 13.

11
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Tabla 13 Cebadores e informacién de los loci predeterminados a prueba

Cebadores correspondientes al locus

Observacion de la HGMD (Base de

Gen locus Datos de Mutaciones de Genes
probado
Humanos)
GJB2-F1:
CACGCTGCAGACGATCC CD972240 sordera, herencia recesiva
. 35delG .
GJB2-R1: autosomica
CCCCAATCCATCTTCTACTCT
109G>A CMO000016 sordera, herencia recesiva
GJB2-F2: (VAL37ILE) autosomica
GJB2 167delT glligzgi?c‘lasordera, herencia recesiva
TCCCACATCCGGCTATG CDO000073 sordera, herencia recesiva
GJB2-R: 176-191del16 P
autosodmica
GATGGGGAAGTAGTGATCGTA 235delC CD991730 sordera, herencia recesiva
G autosémica
299-300delAT CDOO(I)O?4 sordera, herencia recesiva
autosomica
421A>G CMO000019 sordera, herencia recesiva
(ILE141VAL) autosomica
GJUBA-E- 421-423delATT CDOOQO?S sordera, herencia recesiva
autosomica
CGTGGACTGCTACATTGCC 497A-G CMO090826 sordera, no sindromica,
GJB3R: (ASN166SER) herencia recesiva autosémica
GJB3 ' 538C>T CM980934 sordera, no sindromica,
ATGTTGGGGCAGGGG (ARG180TER) autosémica dominante
547G>A CM980935 sordera, no sindrémica,
(GLU183LYS) autosdmica dominante
580G>A CMO090827 sordera, no sindromica,
(ALA194THR) herencia recesiva autosémica
PDS2-F:
CGTCATTTCGGGAGT
PDS2-R: 281C>T CMO074541 LVAS
CTAAGCAGCCATTC
PDS5-F:
CCCTGACTCTGCTGG
PDS5-R: 589G>A CM074557 LVAS
CACTGGCAATCAGGA
SCL26A4 PDS7-F2:
TGGCAGTAGCAATTATCGTC CS991479 sindrome de sordera
PDS7-R2: IV87-2 A>G Sindrome de Pendred
TTTCATATGGAGCCAACCTG
PDS10-F: 1174 A>T CMO030959 sordera, no sindromica,
CCACTGCTCTTTCCCGC (N392Y) herencia recesiva autosémica
PDS10-R: 1226G>A CM981503 sindrome de sordera
i‘;‘éGAGAAGAATCCTGAGAAG 1229 C>T(T410M) | CM981504 sindrome de sordera
PDS17-F: 1975G>C CMO073354 sordera, no sindrémica,
TTCCTGGACGTTGTTGGAG herencia recesiva autosémica
PDS17-R:
2027 T>A CMO030963 sordera, no sindromica,
GATATAGCTCCACAGTCAAGCA (L676Q) herencia recesiva autosémica

C

PDS19-F:
TCTTGAGATTTCACTTGGTT

PDS19-R:

GTTCCATTTTAGAAACGGTA

2162C>T (T721M)

CM991031 sordera, no sindrémica,
herencia recesiva autosémica

2168A>G -
(HIS723ARG) CM981513 sindrome de sordera
IVS15+5G> A CS050413 LVAS

Resultados experimentales

12




ES 2775601 T3

% 00°0 0. 0 1<08€esedro
1vIepooe
% 00°0 8¢ 0 -66¢ ¢dro
O<Vv¢
‘ugroenwl ‘eBojoleray se aipew | % 000 8G6 0| -LSAI ¥V92I1S ‘uoioeinw | ebojolsiay ugioeINW | g epeZElEqUIS
QAJ3Sq0 3S ON B1VY<9 60} 2Aro | % 92°Gy /€8 €8¢ | V<O 60l caro QAISS]O 8S ON V<9 60l 2dro Jelny
% 00°0 VL 0 1<08€esedro
1VIep00e
% 00°0 8¢ 0 -66¢ 2dro
‘ebojotsjay O<VvC
‘obojoisyay so 039} |3 se aipew e | % GL'LS 1413 6G | -LSAI ¥V92I1S ebojolaiay ugioeynw | ebojolsley ugloeNW | G BpRZRIRqWS
O<VZ-LSAI ¥¥9201S | 9O<VZ-LSAI #V9201S | % 000 /9 0| V<960l ccdro ¢~ LSAl ¥V92I1S 12-LSAIl ¥V¥92¢I1S Jalnpy
% €0°L 16 3 1<08¢esedaro
1V 19p00¢
% 00°0 24 0 -66¢ 2¢dro
O<Vv¢e
‘ooiobioowoy so ‘eBojoseray so aipew | % 00°0 JAy" 0| -ZSAI ¥V92D1S | eonobioowoy ugioejnw | ebojoisiay ugloeinw | ¢ epezelequid
0384 13 V<D 60} ¢dro B1V<9 60} 29ro | % 16°9S €6 ¢G| Vv<De0Lcdro V<9 60l ¢dro V<9 60l ¢dro Jalniy
% 00°0 29¢ 0 1<08€egedro
1VvIepooe
% 00°0 el 0 -66¢ ¢dro
O<Vve
‘obojglslay so "ebojoiejey so aipew | % 000 144 0| -LSAI ¥V92I1S ebojoisiay ugioenw | ebojoisiay ugloeINW | ¢ BpEZRIRqWS
0}8} I3 V<D 60124dro B1V<9 60) 29ro | % 09°LS £ve Ll | V<9©60Lcaro V<9 601} ¢aro V<9 60l ¢aro Jelhy
% 00°0 29l 0 1<08¢esedro
1vIepooe
% 00°0 [ 0 -66¢ ¢dro
O<Vv¢e
‘obojolalay so ‘eBojoseray se aipew | % 00°0 861 0| -LSAI ¥V92I1S ebojoisiey ugioenw | ebojoisiay ugloeinw | Z epezelequia
0}8} |3 V<060l c¢dro B V<9 60} 29ro | % 90°6v 6G1 8| V<D 60Lcdro V<9 60l 2¢dro V<9 60l ¢aro Jalniy
% 00°0 29¢ 0 1<08¢esedaro
1VIep00e
% 00°0 29l 0 -66¢ ¢dro
9 <ve
‘obojols)ay so ‘uoioelnw | % 00°0 9/¢ 0| -LSAI ¥V92I1S ebojoisiay ugloeNW ‘ugioelNW | | epezelequa
0}8} |13 VY<O601L 2dro QAI9SQO S ON | % €8V LEE 9l | Vv<De60Lcdro V<9 60l ¢aro OAJ8Sq0 8S ON Jelnpy
-Solejo} ,sopejnw
|eja) odnnouss oulajew odnouss) % sop[oN sep[ow uoloeinw |eja) odijouss) oulsjew odjouss
BAISBAUI OU UQID08)8p B| 8p UQISN|ou0) BAISBAUI OU UQIDD8)8p B| 8p SOpB)NSay |eydsoy |e Jod epeuoioiodold ugioewou| elisan|\

vl elqel

13



ES 2775601 T3

% L¥'Cy 414 143 1<08€sedro
1VISpP00E
% 00°0 o€l 0 -66¢ ¢dro
O<Ve
‘uoloeinw ‘ebo|oiejay so alpew | % 000 453 0| -4ZSAI ¥V92O1S ‘uooelnw | ebojolsjay ugenw | Z| epezeiequa
QAISSqO 8S ON B 1<08€S €ArD | % 00°0 18¢ 0| V<9©60l}2dro QAISSqO 3S ON 1<08€esedro Jalnpy
% 00°0 S0¢ 0 1<08¢e6edro
1VISpP00E
% 00°0 €8 0 -66¢ 2dro
O<Ve
‘obojolaiay so ‘eBojoseiay se aipew | % 00°0 G9¢ 0| -LSAI ¥V9ZO1S ebojoiajay uooeynw | ebojolalay uooenw | || epezeiequia
0}34 13 V<O 60124ro B7V<D 60} 2dro | % LZ'0S [ 374 /11| V<©60l}2aro V<O 60} 2aro V<9 60} 2dro Jalnpy
% 00°0 88l 0 1<08€e6edro
1VISP00E
% 00°0 G/ 0 -66¢ 2dro
O<Ve
‘uoloejnw ‘ebojoiejay so alpew | % 000 0S¢ 0| -LSAI ¥V92O1S ‘uoioelnw | ebojolalay ugeNwW | 0| epezeiequia
OAJ3sqO 3S ON BTV<D 60} 2ro | % SL9v 691 6| V<960l 24dro OAISSqO 3S ON V<9 60} 2dro Jalnpy
% 000 90S 0 1<08€sedaro
1VISpP00E
% 00°0 112 0 -66¢ 2dro
O<Ve
‘obojoiajay sa ‘uooelnw | % 00°0 8v. 0| -LSAI ¥V92O1S efo|olajay uooenw ‘ugoeinw | g epezeiequs
0}8} 13 V<O 601249ro ONISSQO 8S ON | % Z¥'S 129 ¥E€| V<O 60l 29ro V<O 60} 2aro OAI3sqO 3S ON Jalnpy
% 00°0 14 0 1<08€sedro
1VISpP00E
% 0¥'6 43 vl -66¢ 2dro
o<V
-obojois)8y se 018} ‘ugeinw | % 00°0 18€ 0| -LSAI ¥V92O1S efo|olajay uooenw ‘uoloeNW | g epezelequia
I3 1VISP00E-66¢C ¢Aro ONI3SQO 8S ON | % 00°0 l6C 0| VvV<960!}c2dro 1VI9P00€E-66¢2 2Aro OAISSqO 3S ON Jalnpy
% €60 101 3 1<08€e6edro
1VIepP00E
% 00°0 134 0 -66¢ 2dro
O<Ve
‘obo|oielay so ‘ugeinw | % 00°0 /1S) 0| -LSAI ¥V92O1S efo|olajay uooenw ‘uoloeNWw |/ epezelequia
0}34 13 V<O 601249ro QN3O 8S ON | % 0Z'8 [44: 0l | V¥<9©60l2dro V<O 60} 2aro OAI3sqO 3S ON Jalnpy
2S9|ejo] ,sopejnwi
|eja} odijouss) oulsjew odijouss) % Sap|o| sapjow uoloeinw |eya) odijousas) oulsjew odiouss
BAISBAUI OU UOID03}8p B| 8p UQISh|ouo) BAISEAU| OU UQID3}ap B| 8p SOpe}Nsay |eyidsoy |8 Jod epeuoioiodoid uoloewlou| eljsan|y

(uoroenunuod)

14



ES 2775601 T3

% 00°0 ¥0€ 0 1<08e5edro
1VIepPooge
% 00°0 98 0 -66¢ ¢aro
O<Vv¢e
‘uoloejnw ‘uopelnw | % 000 08¢ 0| -LSAI ¥V92I1S ‘uooenw ‘uoloeNW | /| epezeseque
OAJasqo 8s ON OAI8SqO 3S ON | % 000 G2 0| V<9 e60Lzaro OAI3SqO S ON OAJ9SqO 3S ON Jalnpy
% 00°0 79 0 1<08€esearo
1VIepooge
% 00°0 G¢e 0 -66¢ 2aro
O<Vv¢e
‘uoloenw ‘uoenw | % 000 6 0| -LSAI ¥V92I1S ‘uoioenw ‘uoioBINW | 9| epezelequia
OAJaSqO 39S ON OAI9SqO @S ON | 9% 000 ¥8 0| V<960l 29ro OAI9SqO 3S ON OAI9SqO 3S ON Jalnpy
% 9v'0 6l¢ b 1<08€8edro
1VISP00ge
% 00°0 4] 0 -66¢ 2aro
O <Vv¢
‘uoloeynw ‘uooelnw | % 00°0 €8¢ 0| -LSAl ¥V92ZI1S ‘uooenw ‘uoenw | G| epezelequia
OAJaSqO 89S ON OAI8SqO 8S ON | % 000 8ve 0| V<960l 29ro OAI9SqO 89S ON OAI9SO 8S ON Jalny
% ¥9°0 €le 4 1<08e5edro
1VIepP00g
% 00°0 9/l 0 -66¢ ¢aro
o<V
‘uoloenw ‘ugoelnw | % 00°0 (/A% 0| -ZSAI ¥V92O1S ‘uoioenw ‘uoioeINW | | epezelequia
OAJasSqO 8s ON OAI9SqO @S ON | % 000 88¢ 0| V<960l 29ro OAI3SqO 3S ON OAJ9SqO 8S ON Jalnpy
% 00°0 yA44 0 1<08e5edro
1VIepPo0ge
% 00°0 3%4 0 -66¢ ¢aro
O <V¢
‘uoloejnw ‘uoenw | % 00°0 11G 0| -LSAI ¥V92O1S ‘uooenw ‘uoioBINW | €| epezeiequa
OAJasSqo 8s ON OAI8SqO 3S ON | % 000 GOy 0| V<960l 29ro OAI3SqO 3S ON OAJ3SqO 8S ON Jalnpy
ZS9[ejo} ,sopejnw
|eya) odijouas) ousajew odijouss % saplo sapjow uoioejnw |eja) odijousn ousajew odijousan
BAISEAUI OU UQIDO8}3ap B| 9P UQISN|oU0D BAISBAUI OU UQIDO8}ap B| 9P SOpE}NSay |eyidsoy |2 Jod epeuoiolodoid ugioew.loju| eJjsaniy

(uoroenuiuo?)

15



ES 2775601 T3

“EAISEAUI OU [EJEURId UQIDJ3)ap B| U3 120] S2)Ua1pu0dsaliod So| 2p SapjoWl ap |EJ0) O13WNU [2 -S23|El0) SapIo ¢
“BAISEAUI OU [B}euaid UOID33)ap Bl U SOPEINW 20| S3jualpuodsaliod S| ap Sap|ow ap 0JaWnu |2 :Sopenw Saplojy L

SEJON
% 00'0 S8E 0 1<DBESEHMD
1VIepooe
% 00'0 €91 0 -66€ ¢aro
H O<Ve
‘ugenw ‘uopeinw | % 000 L 8% 0| ISAIPVICOS ‘ugpenw ‘uolIaBINW | g1 epezelequia
OISO 85 O] onasqo as oN | % 00'0 79€ 0| v<9e0l28ro OISO 35 O] oABsqo as o 1By
ZS3(e10] L SOpPEINW
[e12} odijousg oulajew odijouag % SapIoW sapjow uoiaepn |eja) odijousg) ouwsajew odijouag
EAISEAUI OU UDIDO3JSP B| 8P UDISN|aUoD BAISEAUI OU UDIDD3JSP B| 8P SOPE)NSay |endsoy |@ Jod epeuciaodoid ugpEULIO| eJjysany

(ugienUUOD)

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2775601 T3

Entre los reactivos principales se incluyen: kit de acido nucleico circulante QlAamp (QlAamp Circulating Nucleic Acid
Kit), tampoén de fosforilacion de ADN de T4 (10x), mezcla de dNTP 10 uM, ADN polimerasa de T4, ADN fosforilasa
de T4, solucion dATP, tampodn de ligadura rapida (Quick ligation buffer) (5x), enlazadores de cadena doble de ADN
tipo Y, ADN ligasa de T4 (HC), ADN ligasa de T4 rapida (Quick T4 DNA ligase) (NEB), Phusion DNA polymerase
(mezcla de ADN polimerasa Phusion), cebadores de preamplificacion, agua ultrapura, tampén de Taq ligasa 10X,
Taq Ligasa, NEBuffer 1 10x, Exo Ill.

El estandar de datos para la conclusion de los resultados experimentales:

Segun unas estadisticas internas, la cantidad media de ADN de plasma fetal en una mujer embarazada en una edad
gestacional de 12-26 semanas es aproximadamente de un 10 % basandose en la cantidad de ADN de plasma de la
mujer embarazada. La alteracion de genes de sordera se heredan autosémicamente y por tanto, el estandar de
datos de varias combinaciones de genotipos patégenos maternos y fetales se puede obtener basandose en las leyes
de la herencia. La conclusion experimental se deduce basandose en los datos de genotipo de los genotipos
patégenos probados.

Genotipos Valores tedricos

Madre Feto madre feto total
Mutacion homocigoética | Mutacion heterocigotica | 90 % 10 % | 100 %
Mutacion homocigoética | Mutacion heterocigotica | 90 % 5% 95 %
Mutacion heterocigética | Mutacion homocigoética 45 % 10 % 55 %
Mutacion heterocigotica | Mutacion heterocigética | 45 % 5% 50 %
Mutacion heterocigoética Tipo silvestre 45 % 0% 45 %

Tipo silvestre Mutacion heterocigética 0 % 5% 5%

Tipo silvestre Tipo silvestre 0 % 0 % 0 %

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Beijing BerryGenomics Co., Ltd.

<120> Un método y un kit para detectar de forma no invasiva mutaciones de genes patégenos de sordera fetal
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<210> 1
<211> 417
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

cgtcttttcee
cctggggggt
catttttege
cgactttgtce
ccccatctee
cctagtggece

ggagataaag

<210> 2
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 2
cacgctgcag acgatcc

agagcaaacc
gtgaacaaac
attatgatcc
tgcaacaccce
cacatccggce
atgcacgtgg

agtgaattta

gcccagagta
actccaccag
tegttgtgge
tgcagccagg
tatgggccect
cctaccggag

aggacatcga

gaagatggat
cattggaaag
tgcaaaggag
ctgcaagaac
gcagctgatc
acatgagaag

ggagatcaaa

17

tggggcacge
atctggctca
gtgtggggag
gtgtgctacg
ttecgtgteca
aagaggaagt

acccagaagg

17

tgcagacgat
ccgtectett
atgagcaggc
atcactactt
cgccagegcet
tcatcaaggg

tcegeat

60
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<210>3
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 3
ccccaatcca tcttctactc t

<210> 4
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 4
tcccacatcc ggctatg

<210>5
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 5

gatggggaag tagtgatcgt ag

<210>6

<211> 313

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ES 2775601 T3

aggcaagaag cacggaggcc tgtggtggac ctacctgttce

cattgagttc ctcttectet acctgetgca cactetcetgg

cctggtgcag tgtgccaacg tggcccectg ccccaacatce

acctaccgag aagaaaatct tcacctactt catggtgggce

actcaccatc tgtgagctct gctacctcat ctgccacagg

ggacaagcct cga

<210>7
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 7
cgtggactgc tacattgcc

<210> 8
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 8
atgttggggc agggg

<210>9

<211> 240

<212> ADN

<213> Homo sapiens

18

21

17

22

agcctcatcet tcaagcetcat
catggcttca atatgeccgeg
gtggactgct acattgccceg
gcectecgeecg tetgcecategt

gtcectgegag gectgcacaa

19

15
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<400>9

tcatgatagt ttagaaaaga tacatctgta gaaaggttga atatttaccg tttctaaaat
ggaaccttga ccctcttgag atttcacttg gttctgtaga tagagtatag catcatggac
cgtcaaaaag aatgtgtcct ttctaatgtt gtcgtcaaag aacccgcatt gectccagett

ttctatcaca taatcttcaa aagaaagaca caatgttttg ttagttccta ggaaaagaaa

<210> 10
<211> 15
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 10
cgtcatttcg ggagt

<210> 11
<211> 15
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 11
ctaagcagcc attcc

<210> 12

<211> 300

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

aatgtataat
caggaaagat
cactttgact
atcaagttcc

agcatcactt

tcagaaaacc
atagctccac
ggaagctcag
tccagatctt

atgatgccat

<210> 13
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 13
ccctgactct getgg

<210> 14
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 14
cactggcaat cagga

<210> 15

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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agaaccttac
agtcaagcac
agttccaatc
caatatcctce

tctaaacgaa

cacccgeagt
aaggctatgg
cacttgaatc
atcaggctca

gaaaacactg

19

15

15

gatctcactc
attggcactt
tctatttect
aaagcattat

tcaacttaat

15

15

caacaacgtc
tgggaacgtt
tggttgggat
ttgttgaaac

tgtcaaagat

60

120

180

240
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<400> 15

acgctggttg
ttgctcacca
atcccagtcce
cagcattatt
tgttttattt

ttacaatgct

agatttttca
ttgtegtctg
ctattcctat
tggttgacaa
cagacgataa

ggcattgtta

<210> 16
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 16
tggcagtagc aattatcgtc

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 17
tttcatatgg agccaacctg

<210> 18

<211> 114

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
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aaatattggt
tatggcagtt
agaagtaatt
acaaggaatt
ttgctactge

aatccatccce

gataccaatc
aaggaattaa
gtggtaagta
attaaaacca

catttcatat

aagggyg

ttgctgattt cactgctgga
atgatcggtt tagacacaaa
gaatatgtag ttagaaagtt
atggagtttt taacatcttt

ggagccaacc tggaaaaaaa

20

20

gaattcattg cctttgggat cagcaacatc ttctcaggat tcttctettg ttttgtggece

accactgctce tttcececgecac ggccgtccag gagagcactg gaggaaagac acag

<210> 19
<211>17
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 19
ccactgctct ttccege

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 20
caagagaaga atcctgagaa gatg

<210> 21

<211> 231

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

20

17

24

60
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180

240
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336

60

114



10

15

20

25

30

35

40

45

50

aatggcatca
gaagatctgg
tctgagecttce

tgtggagcta

<210> 22
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 22
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taagtgatge tgtttcaaca
aggaacttga tatcccaacc
cagtcaaagt gaacgttccc

tatctttcect ggacgttgtt

ttcctggacg ttgttggag

<210> 23
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 23

gatatagctc cacagtcaag cac

<210> 24
<211> 218
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

aataatgett ttgagectga tgaggatatt
aaggaaatag agattcaagt ggattggaac
aaagtgccaa tccatagcct tgtgcettgac

ggagtgagat cactgcgggt g

19

23

aaaacattgt gtctttettt tgaagattat gtgatagaaa agctggagca atgecgggttce

tttgacgaca acattagaaa ggacacattc tttttgacgg tccatgatgc tatactctat

ctacagaacc aagtgaaatc tcaagagggt caaggttcca ttttagaaac ggtaaatatt

caacctttct acagatgtat cttttctaaa ctatcatg

<210> 25
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 25

tcttgagatt tcacttggtt

<210> 26
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 26

gttccatttt agaaacggta

<210> 27
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 27
gtctcatccc tgcgtg

<210> 28

20

20

16

21

60

120

180

231

60

120

180

218
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<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 28
cacgcagggt acgtgt

<210> 29
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 29
gtctcatccc tgcgtg

<210> 30
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 30
acacgtaccc tgcgtg

<210> 31
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 31
gtgcgtccect actctgtgtg catgggacge ac
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REIVINDICACIONES

1. Un kit para detectar de forma no invasiva mutaciones de genes patégenos de sordera fetal, que comprende:
reactivos para extraer los ADN de plasma, un enlazador de cddigo de barras para marcar los ADN de plasma
extraidos a través de las posiciones iniciales y finales de los ADN de plasma extraidos y 6 bases diferentes en el
extremo 3’ del enlazador de cddigo de barras, una ADN ciclasa, cebadores y reactivos para amplificar los ADN diana
y cebadores y reactivos para preamplificar los loci predeterminados de genes patégenos de sordera, en los que los
cebadores para preamplificar los loci predeterminados de genes patdgenos de sordera son pares de cebadores que
estan elongados hacia atras y disefiados para probar simultdneamente una pluralidad de loci de mutaciéon que
comprenden 22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4; siendo los pares de cebadores:

GJB2-F1 (SEQ ID NO: 2): CACGCTGCAGACGATCC,

GJB2-R1 (SEQ ID NO: 3): CCCCAATCCATCTTCTACTCT;
GJB2-F2 (SEQ ID NO: 4): TCCCACATCCGGCTATG,

GJB2-R2 (SEQ ID NO: 5): GATGGGGAAGTAGTGATCGTAG;
GJB3-F (SEQ ID NO: 7): CGTGGACTGCTACATTGCC,

GJB3-R (SEQ ID NO: 8): ATGTTGGGGCAGGGG;

PDS3-F (SEQ ID NO: 10): CGTCATTTCGGGAGT,

PDS3-R (SEQ ID NO: 11): CTAAGCAGCCATTCC;

PDS5-F (SEQ ID NO: 13): CCCTGACTCTGCTGG,

PDS5-R (SEQ ID NO: 14): CACTGGCAATCAGGA;

PDS7-F2 (SEQ ID NO: 16): TGGCAGTAGCAATTATCGTC,
PDS7-R2 (SEQ ID NO: 17): TTTCATATGGAGCCAACCTG;
PDS10-F (SEQ ID NO: 19): CCACTGCTCTTTCCCGC,

PDS10-R (SEQ ID NO: 20): CAAGAGAAGAATCCTGAGAAGATG;
PDS17-F (SEQ ID NO: 22): TTCCTGGACGTTGTTGGAG,
PDS17-R (SEQ ID NO: 23): GATATAGCTCCACAGTCAAGCAC; y
PDS19-F (SEQ ID NO: 25): TCTTGAGATTTCACTTGGTT,
PDS19-R (SEQ ID NO: 26): GTTCCATTTTAGAAACGGTA.

<~

2. El kit segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el kit comprende adicionalmente reactivos para la
secuenciacién de alto rendimiento.

3. El kit segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el par de cebadores elongados hacia atras contienen una
region de cebador universal adecuada para diferentes plataformas de secuenciacién de alto rendimiento.

4. El kit segun la reivindicacién 1, caracterizado por que hay al menos diferencias de dos bases entre los
enlazadores.

5. El kit segun la reivindicacion 1, caracterizado por que los enlazadores son enlazadores de tipo Y emparejados
parcialmente.

6. El kit segun la reivindicacion 1, caracterizado por que los genes patdgenos de sordera tienen mutaciones de
insercion, delecion, sustitucion o de fusién de genes.

7. Un conjunto de pares de cebadores como se define en la reivindicacion 1 para el uso de deteccién no invasiva de
mutaciones de genes patdgenos de sordera en un feto.

8. Un método para la deteccion no invasiva de mutaciones de genes patdogenos de sordera fetal, que comprende:

--disefiar cebadores segun una pluralidad de loci de mutacion predeterminados de genes patégenos de sordera
que comprenden 22 loci del gen GJB2, gen GJB3 y gen SLC26A4;

--probar simultdaneamente la pluralidad de loci de mutacidon predeterminados de genes patégenos de sordera
mediante:

----conectar los ADN de plasma contenidos en una muestra de ADN de plasma obtenida de una mujer
embarazada con enlazadores de coédigos de barras de preamplificacion para obtener productos conectados
marcando las posiciones iniciales y finales de los ADN de plasma y 6 bases diferentes en el extremo 3’ del
enlazador de preamplificacion;

----preamplificar por PCR el producto conectado para obtener productos preamplificados;

----ciclar el producto preamplificado para obtener ADN ciclados;

-——-amplificar por PCR los ADN ciclados utilizando los cebadores disefiados para obtener productos
amplificados; y

----secuenciar con alto rendimiento los productos amplificados y detectar mutaciones de genes patégenos de
sordera fetal en los que los cebadores son un conjunto de pares de cebadores que estan elongados hacia
atras y son:
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GJB2-F1 (SEQ ID NO: 2): CACGCTGCAGACGATCC,

GJB2-R1 (SEQ ID NO: 3): CCCCAATCCATCTTCTACTCT,;
GJB2-F2 (SEQ ID NO: 4): TCCCACATCCGGCTATG,

GJB2-R2 (SEQ ID NO: 5): GATGGGGAAGTAGTGATCGTAG;
GJB3-F (SEQ ID NO: 7): CGTGGACTGCTACATTGCC,

GJB3-R (SEQ ID NO: 8): ATGTTGGGGCAGGGG;

PDS3-F (SEQ ID NO: 10): CGTCATTTCGGGAGT,

PDS3-R (SEQ ID NO: 11): CTAAGCAGCCATTCC;

PDS5-F (SEQ ID NO: 13): CCCTGACTCTGCTGG,

PDS5-R (SEQ ID NO: 14): CACTGGCAATCAGGA;

PDS7-F2 (SEQ ID NO: 16): TGGCAGTAGCAATTATCGTC,
PDS7-R2 (SEQ ID NO: 17): TTTCATATGGAGCCAACCTG;
PDS10-F (SEQ ID NO: 19): CCACTGCTCTTTCCCGC,

PDS10-R (SEQ ID NO: 20): CAAGAGAAGAATCCTGAGAAGATG;
PDS17-F (SEQ ID NO: 22): TTCCTGGACGTTGTTGGAG,
PDS17-R (SEQ ID NO: 23): GATATAGCTCCACAGTCAAGCAC; y
PDS19-F (SEQ ID NO: 25): TCTTGAGATTTCACTTGGTT,
PDS19-R (SEQ ID NO: 26): GTTCCATTTTAGAAACGGTA.

< —

T ==

—_— e~

9. El método de la reivindicacion 8, en el que al menos un par de cebadores elongados hacia atras contiene una
regiéon de cebador universal adecuada para diferentes plataformas de secuenciacién de alto rendimiento.

10. El método de la reivindicacion 8, en el que hay al menos diferencias de dos bases entre los enlazadores.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 y 9, en el que los enlazadores son enlazadores de tipo Y
emparejados parcialmente.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que la ciclacion de los productos
preamplificados comprende una ciclacién en tablilla, en el que se utilizan como tablillas los ADN de cadena Unica
complementarios de ambos extremos del ADN preamplificado; y el cierre del anillo se completa mediante una Taq
ligasa resistente al calor.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que la ciclacion de los productos
preamplificados comprende multiples reacciones de una circulacion de sistema Unico que consiste en
desnaturalizacion de ADN, alineamiento de ADN de tablilla y conexién.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, que comprende adicionalmente la digestion del ADN
lineal no ciclado.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en el que los genes patdgenos de sordera
comprenden al menos una mutacion de insercion, delecion, sustitucion o de fusion de genes.
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Cebadores elongados hacia atras de extremo anterior
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Cebadores elongados hacia atras de extremo anterior Loci de mutacién

%

ADN de genoma 1/
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s

Conexién de enlazador
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Amplificacion de prelibreria
v
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R
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