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DESCRIPCION
Un método para el aislamiento de roturas de doble hebra

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método para determinar el nimero y la naturaleza de las roturas de doble hebra (DSB)
del ADN en una muestra de acido nucleico, idealmente ADN gendmico (ADNg); a un kit de piezas para realizar el
método antes mencionado, que incluye al menos una pluralidad de oligonucleétidos para ligarse a dicha muestra de
acido nucleico; y a oligonucleétidos para uso en dicho kit y dicho método.

Antecedentes de la invencion

Las roturas en los acidos nucleicos, en las que se cortan la o las hebras principales del &cido nucleico, son
particularmente peligrosas para las células y los organismos debido a que pueden provocar reordenamientos del
genoma. Entre tales roturas se incluyen las roturas de doble hebra (DSB), normalmente en el ADN, que son las mas
peligrosas de todas las lesiones del ADN, ya que comprometen directamente la estabilidad del genoma si no se
reparan. Ademas de provocar la muerte celular y la imposibilidad de repararse fielmente, las DSB pueden provocar
carcinogénesis mediante la formacion de alteraciones genémicas estructurales, que incluyen deleciones, inserciones,
translocaciones de ADN, y eventos de recombinacién mitética en células somaticas. En células sanas, se estima que
se forman hasta 50 DSB enddgenas por célula durante el ciclo celular. Estas roturas fisiolégicas de bajo nivel surgen
esporadicamente como resultado de procesos celulares normales, tal como la replicacién, transcripciéon, y formacién
de bucles de cromatina del ADN, u ocurren en niveles mas altos debido a la formacién de roturas recurrentes
programadas por la célula para facilitar procesos tales como la recombinacion V(D)J durante la meiosis. La
recombinacion V(D}J es una caracteristica definitoria del sistema inmunolégico adaptativo. Es un mecanismo tnico de
recombinacion genética que ocurre en los linfocitos en desarrollo durante las primeras etapas de maduracién de las
células B y T. Implica recombinacion somatica, y da como resultado un repertorio muy diverso de
anticuerpos/inmunoglobulinas y receptores de células T (TCR) que se encuentran en las células B y T,
respectivamente.

Ademas de las DSB adquiridas a través de procesos celulares normales, una variedad de agentes fisicos y quimicos
exbégenos, tales como la radiacion ionizante, los farmacos quimioterapéuticos, y mas recientemente, las tecnologias
de edicion del genoma CRISPR, también son potentes inductores de roturas de hebras, particularmente las DSB
genomicas.

Comprender los procesos que generan roturas en los acidos nucleicos, particularmente en el genoma, y los
mecanismos que los reparan es de importancia central para la medicina genémica. Desde la determinacién de las
causas y curas del cancer hasta el desarrollo seguro de técnicas de ediciéon del genoma, la medida precisa y exacta
de la frecuencia, posicion y causa de las roturas de la doble hebra del ADN en el genoma es primordial. Sin embargo,
medir simultaneamente en las células el panorama de todo el genoma de las DSB endégenas y exégenas/inducidas
es un desafio, principalmente debido a la gama extremadamente amplia de eventos de rotura esporadicos raros, frente
a los recurrentes inducidos con frecuencia.

La aparicién de la secuenciacion de préxima generacion (NGS) ha impulsado el desarrollo de numerosos métodos
para detectar y medir las secuencias de ADN asociadas con roturas de hebra de acidos nucleicos, especificamente
DSB, a escala genémica. Estos métodos se dividen en términos generales en tres categorias:

i} marcaje indirecto de roturas usando proteinas como sustitutos para las roturas (por ejemplo, VH2AX ChIP-seq,
DISCOVER-seq);

ii} marcaje indirecto de roturas reparadas (por ejemplo, GUIDE-seq, HTGTS), y

iii} marcaje directo de extremos rotos no reparados en las células (por ejemplo, BLESS, DSBCapture, END-seq,
BLISS).

Apesar de las muchas mejoras técnicas incrementales realizadas en cada iteracién de estos métodos, todos adolecen
de un inconveniente fundamental comun; una dependencia de la preparacién de la biblioteca de ADN esténdar
requerida para NGS, después del marcaje y enriquecimiento de las DSB en una muestra mediante PCR antes de la
secuenciacion. La etapa de amplificacion por PCR del proceso introduce un sesgo significativo en las bibliotecas de
secuenciacioén de ADN, lo que da como resultado una representacion indirecta y distorsionada del patrén original de
las DSB presentes en la muestra. Esto es un fenémeno reconocido que hace imposible determinar la cuantificacion
de la composicion original de las DSB en la muestra. Para muchas aplicaciones de NGS, tal como la secuenciacién
completa del genoma/exoma, esto puede no representar un problema importante. Pero para la medida cuantitativa de
caracteristicas especificas en todo el genoma, tales como las DSB, el sesgo de la amplificacion por PCR introduce
altos niveles de ruido en un sistema en el que las sefiales (DSB) ya son muy bajas.
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Para superar esta desventaja, hemos disefiado un nuevo protocolo de preparacion de bibliotecas de ADN que evita la
necesidad de amplificar la secuencia de rotura mediante PCR antes de que se detecten las DSB, y, ademas, mejora
la sefial de las DSB. Al mejorar la relacién sefial-ruido para la deteccién de DSB, obtenemos una medida directa de
las roturas gendémicas en la muestra, en la que una secuencia leida equivale a una rotura, idealmente una DSB,
presente en la muestra.

El documento W02015/134552 A1 describe un método de ligacién de adaptadores a los extremos de moléculas de
ADN de doble hebra fragmentadas.

Sumario de la invencion

Aqui, describimos nuestro nuevo método, denominado INDUCE-seq, para la medida directa de roturas de acidos
nucleicos (tipicamente las DSB). Ademas, demostramos su capacidad para identificar patrones de roturas que pueden
caracterizar roturas formadas por una variedad de diferentes causas fisiolégicas y también inducidas.

INDUCE-seq puede asi detectar, simultdneamente, la presencia de roturas esporadicas de doble hebra de bajo nivel
causadas por la transcripcion fisiolégica y la replicacién del ADN, y roturas recurrentes de mayor nivel inducidas por
enzimas de restriccién o nucleasas de edicion del genoma tal como CRISPR-Cas9. Por tanto, INDUCE-seq se puede
usar para determinar los origenes de la formacién de roturas del ADN y su mecanismo de reparacion, asi como para
el desarrollo seguro de la edicién del genoma.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un método de preparacién de muestras para identificar roturas de doble
hebra (DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, en el que la preparaciéon comprende modificar &cidos nucleicos
asociados a DSB para que sean:

(i} adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer cebador inmovilizado, y

(i) adecuados para amplificacién, en el que la amplificacion comprende el uso de dicho primer cebador
inmovilizado y un segundo cebador; comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo
3' de una hebra de una DSB y que comprende una secuencia que es capaz de unirse al primer
cebador inmovilizado mediante hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un
extremo 5' de una hebra en una rotura inducida por la fragmentacién, pero no es capaz de ligarse al
primer adaptador, y que no comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador
inmovilizado al sustrato mediante hibridaciéon, y que comprende una secuencia idéntica a una regién
del segundo cebador.

El segundo cebador puede inmovilizarse al sustrato.

En una realizacion, la etapa b) es: exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer par de adaptadores en
condiciones propicias para la ligacion, en el que el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un
extremo 3' de una hebra de una DSB, y en el que el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo
oligonuclettidos que son al menos parcialmente complementarios, y el primer oligonucleétido se puede ligar a un
extremo 3' y comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante
hibridacién; y la etapa d) es:

exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo par de adaptadores en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por fragmentacion pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del primer par de adaptadores, en el
que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos parcialmente complementarios, y el
primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 5'y comprende una secuencia idéntica a una regioén de un segundo
cebador, y el segundo oligonucleétido no comprende una secuencia que es complementaria a dicha secuencia idéntica
a una regién del segundo cebador.

En una realizacién del método, el segundo par de adaptadores comprende:
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un primer oligonucleoétido que comprende una secuencia segin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ
ID NO: 32}, y un segundo oligonucleétido que comprende una secuencia que no comprende una secuencia
de mas de 5, 10, 15, o 20 bases, o0 que no comprende las 24 bases, de la secuencia
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); o

un primer oligonucleétido que comprende una secuencia segun AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO:
34), y un segundo oligonucleétido que comprende una secuencia que no comprende una secuencia de mas
de 5, 10, o 15 bases, o que no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ
ID NO: 31).

El primer y/o el segundo oligonucleétido del primer par de adaptadores puede comprender una caracteristica de
proteccién de 3' y/o 5 y/o en el que el primer y/o el segundo oligonucleétido del segundo par de adaptadores
comprende una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5'. En una realizacion, el segundo adaptador no puede ligarse al
primer adaptador debido a la presencia de una modificacién 3' del primer adaptador.

En una realizacién, el oligonucleétido del segundo adaptador que se puede ligar a un extremo 5' comprende una
secuencia idéntica a 5, 10, 15, 20, 21, 24, o mas bases de un cebador inmovilizado.

El método puede comprender ademas desnaturalizar la pluralidad de acidos nucleicos para formar una pluralidad de
acidos nucleicos monocatenarios. El método puede comprender ademas poner en contacto la pluralidad de &cidos
nucleicos con el sustrato que comprende cebadores inmovilizados, en condiciones adecuadas para la hibridacién de
los cebadores inmovilizados con acidos nucleicos complementarios. El método puede comprender ademas obtener
informacién de secuencia para cualesquiera acidos nucleicos hibridados con el sustrato.

En una realizacion del método, la muestra que comprende una pluralidad de &acidos nucleicos es ADNg.

En algunas realizaciones, las etapas se llevan a cabo en el orden a), b), ¢}, y después d). En otras realizaciones, las
etapas se llevan a cabo en el orden a), c), d), y después b); en las que la muestra esta expuesta a condiciones capaces
de causar o que se sospecha que pueden causar una DSB entre las etapas d) y b).

En algunas realizaciones, la muestra se expone a condiciones capaces de provocar una DSB en una caracteristica de
interés en la muestra de acido nucleico.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un kit para la preparaciéon de muestras para identificar las DSB en una
muestra de ADNg, en el que el kit comprende pares de oligonucleétidos que estan configurados para ser adecuados
para actuar como el primer y segundo adaptador cuando se llevan a cabo los métodos de la invencién, comprendiendo
el kit

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia
segin TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo oligonucleétido que es complementario
a dicho primer oligonucleétido del primer par; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5'; y

ii} un segundo par de oligonucleétidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de mas de 5, 10,
15, 0 20 bases, o no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID
NO: 30); y un segundo oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacion
de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32); y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5.

En otro aspecto de la invencién se proporciona un kit para la preparaciéon de muestras para identificar las DSB en una
muestra de ADNg, en el que el kit comprende pares de oligonucleétidos que estan configurados para ser adecuados
para actuar como el primer y segundo adaptador cuando se llevan a cabo los métodos de la invencién, comprendiendo
el kit

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia
segun ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un segundo oligonucledtido que es
complementario a dicho primer oligonucleétido del primer par; y en el que uno o ambos de dichos
oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5" y

ii} un segundo par de oligonucleétidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de mas de 5, 10, o
15 bases, o0 no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); v
un segundo oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligaciéon de dicho
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oligonucledtido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34); y

en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de protecciéon de
3'y/o 5.

El primer oligonucleétido del primer par y/o del segundo par de oligonucleétidos puede comprender un sitio de
hibridacién al que puede unirse un primer cebador de secuenciacién. El primer y segundo oligonucleétidos de la parte
i) y/o la parte ii) pueden comprender una caracteristica de indice que es una secuencia particular de nucleétidos que
permite determinar el origen de las muestras agrupadas.

El kit puede comprender ademas al menos un cebador que se une al primer y/o segundo sitio de hibridacién con fines
de secuenciacién. El kit puede comprender ademas agentes de fragmentacién y/o agentes desnaturalizantes para
fragmentar y/o desnaturalizar el acido nucleico en fragmentos y/o hebras individuales, respectivamente.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un adaptador de doble hebra para identificar roturas de doble hebra
(DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, en el que el adaptador de doble hebra esta configurado para ser
adecuado para actuar como segundo adaptador cuando se llevan a cabo los métodos de la invencién, comprendiendo
el adaptador de doble hebra: una primera hebra de oligonucleétido que no comprende una secuencia de mas de 5,
10, 15, 0 20 bases, 0 no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO:
30); y un segundo oligonucleétido que comprende una caracteristica de union 3' que permite la ligacidon de dicho
oligonucleétido a una hebra de un &cido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32); y en el que uno o ambos de dichos oligonucledtidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un adaptador de doble hebra para identificar roturas de doble hebra
(DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, en el que el adaptador de doble hebra esta configurado para ser
adecuado para actuar como segundo adaptador cuando se llevan a cabo los métodos de la invencién, comprendiendo
el adaptador de doble hebra: una primera hebra de oligonucleétido que no comprende una secuencia de mas de 5,
10, 0 15 bases, o no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un
segundo oligonucledtido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido
a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ
ID NO: 34); y en el que uno o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de
proteccién de 3' y/o 5'.

Descripcion de los dibujos

Figura 1. Descripcién general de INDUCE-seq. El marcaje de rotura in situ en células fijadas y
permeabilizadas se lleva a cabo ligando un adaptador de secuenciacion P5 modificado quimicamente de
longitud completa a las DSB preparadas en los extremos. Después, el ADN genémico se exirae, se
fragmenta, se preparan los extremos y se liga usando un adaptador P7 semifuncional modificado
quimicamente. Las bibliotecas de ADN resultantes contienen una mezcla de fragmentos funcionales
marcados con DSB (P5:P7) y fragmentos de ADN gendmico no funcionales (P7:P7). La secuenciacion
posterior de las bibliotecas INDUCE-seq enriquece los fragmentos marcados con ADN y elimina todo el resto
del ADN no funcional. Como la preparacién de la biblioteca INDUCE-seq esta libre de PCR, cada lectura de
secuenciacion obtenida equivale a un Unico extremo de DSB marcado;

Figura 2. Esquema detallado del disefio del adaptador de enriquecimiento de celda de flujo. (a)
Estructura de un fragmento de ADNbc ligado a un adaptador completo para secuenciacion. Los adaptadores
P5 y P7 de 3' se hibridan con la celda de flujo. Los cebadores de secuenciacion se unen a las secuencias del
cebador de secuenciacion de lectura 1 (RD1 SP) y del cebador de secuenciacién de lectura 2 (RD2 SP)
durante la primera y segunda lectura de secuenciacién. Los indices permiten diferenciar diferentes muestras
en un conjunto de bibliotecas. (b) Estructura de fragmentos de ADN presentes en una biblioteca INDUCE-
seq. Sélo el fragmento ligado a DSB esta compuesto por todos los componentes del adaptador necesarios
para la secuenciacion. (c) La carga de la biblioteca INUCE-seq en la celda de flujo de secuenciacién se
enriguecera con fragmentos ligados a DSB mediante la hibridacién de los extremos 3' de las secuencias del
adaptador P5. Ningln otro fragmento puede interactuar con la celda de flujo, y sera eliminado;

Figura 3. INDUCE-seq demuestra una sensibilidad y un rango dinamico incomparables en comparacién con
tecnologias de secuenciacion de DSB alternativas. (a) INDUCE-seq detecta las DSB inducidas altamente
recurrentes y las DSB endégenas Unicas simultaneamente con alta resolucién. Vista del navegador del
genoma de las lecturas de INDUCE-seq cartografiadas a una secciéon de 10 mb del genoma de las células
HEK293T tras la escisién in situ con la endonucleasa de restriccidon Hindll. (Panel superior) Las roturas
inducidas por enzimas altamente recurrentes representan la gran mayoria de las lecturas cuando se
visualizan en el nivel alto (10 mb, 0-1000 lecturas). (Panel inferior) Un zum mas cercano (resaltado en rosa,
500 kb, 0-20 lecturas) revela roturas enddgenas Unicas de bajo nivel presentes tanto en la muestra no tratada
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como entre las roturas recurrentes inducidas por Hindll (resaltado en verde). (b) El cartografiado de lecturas
de INDUCE-seq en un sitio diana de Hindll demuestra la precisiéon del cartografiado de la rotura de un solo
nucleétido. Esta figura incluye TACTCAAGCTTACCCCTA (SEQ ID NO: 35) y GGGGGGTAAGCTTGAGTA
(SEQ ID NO: 43). (c) Cuantificacién de las roturas medidas por celda para las muestras tratadas con Hindll y
de control. INDUCE-seq detecta cuantitativamente roturas por celda en 3 érdenes de magnitud entre
muestras. (d y e) Comparacion entre INDUCE-seq y DSBCapture en la deteccion de sitios de restriccion
escindidos in vitro por las enzimas Hindll y EcoRV. (d) Una mayor proporcion de lecturas secuenciadas y
alineadas con el genoma se cartografiaron en sitios de restricciéon usando INDUCE-seq. (e) Usando 800
veces menos células, INDUCE-seq identifica una proporcion similar de sitios de restriccion Hindll (92,7 %) a
la identificada por DSBCapture para EcoRV (93,7 %). (f) El rango dinamico de deteccién de DSB inducida
usando INDUCE-seq. Ademas de las roturas identificadas en las secuencias en la diana de Hindll (AAGCTT),
también se identificaron mltiples sitios fuera de la diana no coincidentes de 1 y 2 pb. INDUCE-seq midié
eventos de roturas inducidas que abarcan 8 6rdenes de magnitud, desde ~150 millones de roturas
identificadas en los sitios en la diana de Hindll hasta 5 roturas identificadas en los sitios mas raros fuera de
la diana. ( g } Comparacion entre INDUCE-seq, DSBCapture y BLISS en la deteccién de roturas inducidas
por AsiSI en células DiVA vivas. El nimero de lecturas secuenciadas (panel superior) se compara con el
nimero de sitios AsiS| identificados para cada experimento (panel inferior). INDUCE-seq detecta con
sensibilidad la mayor cantidad de sitios AsiSI usando 40 veces menos lecturas que DSBCapture y 23 veces
menos lecturas que BLISS;

Figura 4. INDUCE-seq descubre y cuantifica con sensibilidad las DSB dentro y fuera de la diana
inducidas por CRISPR/Cas9. (a) Secuencias fuera de la diana y nimero de roturas identificadas mediante
INDUCE-seq para el sgRNA de EMX1. Esta figura incluye GAGTCCGAGCAGAAGAAGAANGG (SEQ ID NO:
44). (b) INDUCE-seq revela la cinética de la formacion de las DSB inducidas por EMX1 en una poblacion
celular. La cuantificacion del nimero de roturas detectadas por millén de lecturas para cada muestra reveld
una alta actividad de Cas9 tanto dentro como fuera de la diana inmediatamente después de la nucleofeccién
celular. (c) La comparacion entre sitios fuera de la diana identificados por INDUCE-seq con los métodos in
vitro establecidos CIRCLE-seq y Digenome-seq, ademas de los métodos basados en células GUIDE-seq,
BLISS y HTGTS. INDUCE-seq detecta muchos sitios fuera de la diana que anteriormente sélo eran
identificables mediante enfoques in vitro. Se identificaron sustancialmente mas sitios fuera de la diana que
con cualquiera de los métodos celulares actuales. INDUCE-seq también identifica multiples sitios fuera de la
diana no detectados por ningun otro método. (d) Secuenciacién de amplicones para medir la frecuencia de
indel en los sitios fuera de la diana identificados por INDUCE-seq. La secuenciacién de amplicones sélo pudo
identificar 4 de los 60 sitios fuera de la diana identificados por INDUCE-seq, y esta limitada por la tasa de
descubrimiento de falsos indel de fondo del 0,1 %. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos
que midieron las frecuencias de indel fuera de la diana de EMX1 48 horas después de la nucleofeccién con
RNP de EMXT,

Figura 5. Comparacion de INDUCE-seq vy los flujos de trabajo de cartografiado de las DSB actuales.
(a) Descripcién general del flujo de trabajo de INDUCE-seq. La secuenciacion de las bibliotecas de INDUCE-
seq genera un resultado cuantitativo en el que una lectura equivale a una rotura. (b) Descripcion general de
los flujos de trabajo de DSBCapture, BLISS y END-seq. La secuenciacion siguiendo la construccion de
biblioteca estandar genera una lectura de salida no equivalente a una sola DSB;

Figura 6. Comparacion entre el niumero de lecturas secuenciadas y el numero de DSB definidas para
las bibliotecas de INDUCE-seq y BLISS NGS. (a) Grafico de dispersién del nimero de lecturas de INDUCE-
seq secuenciadas y el nUmero de roturas definidas a partir de experimentos individuales de INDUCE-seq. (b)
Diagrama de dispersién que muestra el nimero de lecturas de BLISS secuenciadas con el prefijo de cédigo
de barras de lectura correcta 1 (R1) y el nimero de roturas definidas después de la eliminacién de duplicados
mediante la correccion UMI, de experimentos BLISS individuales;

Figura 7. Vista del navegador del genoma de los puntos de acceso de DSB en células HEK293, (a) vista de
11 kb de un punto de acceso de DSB ch17. Las flechas moradas representan los extremos de DSB marcados
en el lado derecho (+ hebra), y las flechas azules representan los extremos de DSB marcados en el lado
izquierdo (- hebra). Las DSB recurrentes estan distribuidas uniformemente en toda la region del punto de
acceso. (b) Vista de 5 kb de un punto de acceso de DSB chri1. Las DSB recurrentes se pueden detectar en
diferentes posiciones de las hebras mas y menos;

Figura 8. Esquema del proceso de descubrimiento fuera de la diana usado para INDUCE-seq. La secuencia
en la Fig. 8 es SEQ ID NO: 44;

Figura 9. El descubrimiento de CRISPR fuera de la diana usando INDUCE-seq es altamente reproducible.
(a) Comparacién entre la numero sitios fuera de la diana de EMX1 detectados en los experimentos de curso
temporal r1 y r2. (b} Diagrama de dispersion que muestra el nimero de roturas encontrado en los sitios de
CRISPR fuera de la diana identificados en ambos experimentos independientes;
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Figura 10. Diagramas de Venn que muestran la interseccion de los sitios fuera de la diana identificados por
INDUCE-seq, CIRCLE-seq, GUIDE-seqy BLISS, (a y b) Superposiciones calculadas para muestras de O h a
30 h de forma aislada de los experimentos independientes r1 (a) y r2 (b). (¢ y d) Las superposiciones
combinadas de todos los puntos de tiempo para los conjuntos r1 (¢) y r2 (d). (e) Superposiciones calculadas
entre métodos cuando se combinan todas las muestras de INDUCE-seq;

Figura 11. El patron de DSB en sitios dentro y fuera de la diana inducidos por CRISPR se correlaciona
con el resultado de la edicion. Pistas de cobertura del EMX1 en la diana (a) y los fuera de la diana de
clasificacion superior (las secuencias mostradas en orden de arriba a abajo son SEQ ID NO: 45-65), OT-1
(las secuencias mostradas en orden de arriba a abajo son SEQ ID NO: 66-87) (b) y OT-2 (las secuencias
mostradas en orden de arriba a abajo son SEQ ID NO: 88-105) (c), que abarca 180 pb. Una vista de cerca
de la regién de 40 pb que rodea cada sitio diana muestra un patrén de escisién distintivo de 1 pb que sobresale
en lugar de la DSB roma inducida por Cas9 habitual. Los espectros de indel correspondientes en cada sitio
muestran la posicién de las mutaciones en relacion con los sitios de rotura observados;

Figura 12. Realizacion ejemplar que indica modificaciones quimicas ejemplares.

Figura 13. Realizacion ejemplar en la que el adaptador semifuncional se liga antes que el adaptador
completamente funcional. Esta figura ilustra una realizacién para la deteccidon de DSB que se inducen
artificialmente. Por ejemplo, para la deteccion de DSB fuera de la diana causadas por nucleasas.

Figura 14. Flujo de trabajo ejemplar para aplicar los conceptos descritos aqui a la tecnologia de
secuenciacion de perlas. Descrito como referencia.

Figura 15. Adaptadores ejemplares para uso con tecnologia de secuenciacion de perlas. Descrito como
referencia.

Figura 16. Método ejemplar para detectar una lesion de ADN que afecta a una hebra. Este ejemplo
implica la ligacién del adaptador semifuncional antes del adaptador completamente funcional. Descrito como
referencia.

Figura 17. Realizacion ejemplar que muestra la deteccion in vitro de edicion de bases de CRISPR - editor de
bases de citosina (CBE).

Figura 18. Realizacion ejemplar que muestra la deteccion in vitro de edicion de bases CRISPR - editor de
bases de adenina (ABE).

Tabla 1. Secuencias adaptadoras de ejemplo segun una realizacién preferida de la invencién.
Descripcion detallada

En una realizacion de la invencién, se proporciona un método para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN
en una muestra de acido nucleico que comprende

i} exponer una muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB, en condiciones de ligacién, a
un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que
permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridacién (RD1
SP) al que se puede unir un primer cebador de secuenciacién y una secuencia de unién para separar dicha
DSB de un conjunto de DSB; y un segundo oligonucleétido que es complementario a dicho primer
oligonucleotido del primer par y comprende una caracteristica de union 3' que permite la ligacién de dicho
oligonucledtido a una segunda hebra de dichas DSB; en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden una caracteristica de proteccién de 3'y/o 5,

ii) fragmentar la muestra de acido nucleico, idealmente ADNg, en fragmentos;

iii) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero de
los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicho fragmento, idealmente en un sitio remoto de la union de dicho oligonucleétido de
dicho primer par, y un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que puede unirse un segundo cebador de
secuenciacion; y un segundo oligonucledtido mas largo que es en parte complementario a dicho primer
oligonucleétido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda
hebra de dichos fragmentos o dichas DSB, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una
secuencia adicional, opcionalmente, una secuencia de unién para permitir la amplificacién del puente; y en
el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5,

iv) desnaturalizar los fragmentos para proporcionar acidos nucleicos individuales;
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v) separar las hebras de la parte iv) en dos grupos: grupo A: aquellos fragmentos que tienen ligado, en un primer
extremo, el primer sitio de hibridacién y la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte
i}, y en otro extremo, el segundo sitio de hibridacién y la secuencia adicional proporcionada por el
oligonucleétido de la parte iii); y grupo B: aquellos fragmentos que no tienen ligados en un primer extremo el
sitio de hibridacion y la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte i), y en otro
extremo, el segundo sitio de hibridacién y la secuencia adicional proporcionada por el oligonucleétido de la
parte iii); y

vi) secuenciar las hebras del grupo A usando cebadores que se unen al primer y/o segundo sitio de hidridacion,
en el que cada secuencia es equivalente a una rotura, tipicamente una DSB. Opcionalmente, ademas, el
nimero y la naturaleza de las eliminaciones de pares de bases se pueden determinar comparando cada
secuencia con un genoma representativo de dicha especie de la que se tomé la muestra.

No es necesario realizar las etapas del método de la invencién al mismo tiempo o en un solo lugar. Por ejemplo, en
un aspecto, el método de la invencion permite la preparacion de una muestra de acido nucleico que se ha marcado
de una manera que permitiria la seleccién y el aislamiento de las DSB. Como tal, en una realizacién de la invencion,
se proporciona un método de preparacién de muestras para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN en una
muestra de acido nucleico, que comprende

i} exponer una muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB, en condiciones de ligacién, a
un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que
permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridaciéon (RD1
SP) al que se puede unir un primer cebador de secuenciacién y una secuencia de unién para separar dicha
DSB de un conjunto de DSB; y un segundo oligonucledtido que es complementario a dicho primer
oligonucleotido del primer par y comprende una caracteristica de union 3' que permite la ligacién de dicho
oligonucleétido a una segunda hebra de dichas DSB; en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5',

ii) fragmentar la muestra de acido nucleico, idealmente ADNg, en fragmentos; y

iii) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero de
los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicho fragmento, opcionalmente en un sitio remoto de la unién de dicho oligonucleétido de
dicho primer par, y un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que puede unirse un segundo cebador de
secuenciacién; y un segundo oligonucleétido mas largo que es en parte complementario a dicho primer
oligonucleétido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda
hebra de dicho fragmento, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una secuencia
adicional, opcionalmente, una secuencia de unidon para permitir la amplificacion del puente; y en el que uno
o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden una caracteristica de protecciéon de 3' y/o 5'.

Alternativamente, los métodos de la invencion se pueden llevar a cabo hasta que las hebras se separen en el grupo A
y el grupo B, y la secuenciacion se puede llevar a cabo por separado. Por tanto, el método permite la preparacion de
una muestra de acido nucleico en la que se han seleccionado y aislado cualesquiera DSB. Como tal, en una
realizacién, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar roturas de doble hebra (DSB) de
ADN en una muestra de acido nucleico, que comprende

i} exponer una muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB, en condiciones de ligacion, a
un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que
permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridaciéon (RD1
SP) al que se puede unir un primer cebador de secuenciacién y una secuencia de unién para separar dicha
DSB de un conjunto de DSB; y un segundo oligonucledtido que es complementario a dicho primer
oligonucleétido del primer par y comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho
oligonucleétido a una segunda hebra de dichas DSB; en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5',

ii) fragmentar la muestra de acido nucleico, idealmente ADNg, en fragmentos;

iii) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero de
los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicho fragmento, opcionalmente en un sitio remoto de la unién de dicho oligonucleétido de
dicho primer par, y un sitio de hibridacion (RD2 SP) al que puede unirse un segundo cebador de
secuenciacion; y un segundo oligonucledtido mas largo que es en parte complementario a dicho primer
oligonucleotido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda
hebra de dicho fragmento, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una secuencia
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adicional, opcionalmente, una secuencia de unién para permitir la amplificacion del puente; y en el que uno
0 ambos de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5",

iv) desnaturalizar los fragmentos para proporcionar acidos nucleicos individuales; y

v) separar las hebras de la parte iv) en dos grupos: grupo A: aquellos fragmentos que tienen ligado en un primer
extremo el primer sitio de hibridacion y la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte
i}, y en otro extremo, el segundo sitio de hibridaciéon y la secuencia adicional proporcionada por el
oligonucleétido de la parte iii); y grupo B: aquellos fragmentos que no tienen ligados en un primer extremo el
sitio de hibridacion y la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte i), y en otro
extremo, el segundo sitio de hibridacién y la secuencia adicional proporcionada por el oligonucleétido de la
parte iii).

En una realizacién de la invencion, se proporciona un método para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN
en una muestra de acido nucleico que comprende

i} exponer una muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB, en condiciones de ligacion, a
un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que
permite la ligacién de dicho oligonucledtido a una primera hebra de dicha DSB, y una secuencia de unién
para separar dicha DSB de un conjunto de DSB; y un segundo oligonucledtido que es complementario a
dicho primer oligonucleétido del primer par; en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden
una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5';

ii) fragmentar la muestra de acido nucleico, por ejemplo ADNg, en fragmentos;

iii) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, uno de los
cuales es en parte complementario a un segundo oligonucleétido del segundo par; y un segundo
oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda hebra de dichos
fragmentos, y opcionalmente una secuencia de unidn para permitir la amplificacion del puente; y en el que
uno o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden una caracteristica de proteccion de 3' y/o 5';

iv) desnaturalizar los fragmentos para proporcionar acidos nucleicos individuales;

v) separar las hebras de la parte iv) en dos grupos: grupo A: aquellos fragmentos que tienen ligada en un primer
extremo la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte i), y opcionalmente en otro
extremo la secuencia de unién para permitir la amplificacién del puente proporcionada por el oligonucleétido
de la parte iii}, y grupo B: aquellos fragmentos que no tienen ligada en un primer extremo la secuencia de
unién proporcionada por el oligonucledtido de la parte i), y opcionalmente en otro extremo la secuencia de
unién para permitir la amplificacién del puente proporcionada por el oligonucledétido de la parte iii); y

vi) secuenciar las hebras del grupo A, en el que cada secuencia es equivalente a una rotura, tipicamente una
DSB, y opcionalmente ademas en el que el nimero y la naturaleza de las deleciones de pares de bases se
pueden determinar comparando cada secuencia con un genoma representativo de dicha especie de la cual
se tomo la muestra. Como se analizé anteriormente, el método puede comprender las etapas i), ii) y iii); 0 i),
i), iii), iv), y v); o todos las etapas.

En realizaciones particulares, el oligonucleétido del segundo par que comprende una caracteristica de unién 5' no
comprende una secuencia de unién para separar dicho acido nucleico fragmentado.

En realizaciones de la invencién, los oligonuclettidos de la parte i} y la parte iii) pueden intercambiarse, por lo cual el
acido nucleico se expone primero a los oligonucleétidos de la parte iii) y después se expone a los oligonucledtidos de
la parte i).

En una realizacién de la invencién, los oligonucleétidos de la parte i} y la parte iii) pueden intercambiarse, por lo cual
el acido nucleico se expone primero a los oligonucleétidos de la parte iii}, y tras la fragmentacion, los fragmentos de
acido nucleico se exponen después a los oligonucleétidos de la parte i).

Las realizaciones que implican el intercambio de la parte i} y la parte iii) son particularmente relevantes para los
métodos para la deteccion de las DSB que se han inducido. En tales realizaciones, la muestra se puede fragmentar y
después se puede realizar la etapa iii). Posteriormente, la muestra puede tratarse para inducir potencialmente una
DSB vy, tras la induccién, puede realizarse la etapa i). Las realizaciones en las que se introduce una DSB se analizan
més detalladamente aqui, e incluyen realizaciones para la deteccién de efectos fuera de la diana de nucleasas, y
similares. Las figuras 13, 17 y 18 ilustran realizaciones particulares.

En el método de la invencion, cualquiera de dicho par de oligonucleoétidos puede ser, 0 puede conocerse como,
adaptadores.
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La referencia aqui a adaptadores (o adaptadores) es una referencia a un conector en ingenieria genética, y es un
oligonucleétido que puede ligarse a los extremos de otras moléculas de ADN. Los adaptadores pueden ser de doble
hebra. Los adaptadores de doble hebra se pueden sintetizar para que tengan extremos romos en ambos terminales,
0 para que tengan un extremo adhesivo en un extremo y un extremo romo en el otro. El adaptador puede ser corto, y
se puede sintetizar quimicamente.

El primer par de oligonucleétidos puede configurarse para permitir la unién a un sustrato mediante hibridacion con un
oligonucleotido inmovilizado a dicho sustrato, en el que el oligonucleétido inmovilizado esté orientado de manera que
el extremo 5' es proximal y el extremo 3' es distal al punto de inmovilizacién. Por ejemplo, el oligonucleétido del primer
par que esta ligado al extremo 3' de una hebra de una DSB (es decir, el oligonucledtido que comprende una
caracteristica de unién 5') puede ser al menos parcialmente complementario a un oligonucleétido inmovilizado. El
alcance de la complementariedad puede permitir la unién al oligonucleétido inmovilizado mediante hibridacién. El
segundo par de oligonucleétidos puede configurarse para no permitir la unién a un sustrato mediante hibridacién con
un oligonucleétido inmovilizado a dicho sustrato, en el que el oligonucleétido inmovilizado esta orientado de manera
que el extremo 5' es proximal y el extremo 3' es distal al punto de inmovilizacién. Por ejemplo, el oligonucleétido del
segundo par que esta ligado al extremo 3' de una hebra de un sitio fragmentado (es decir, el oligonucleétido que
comprendia una caracteristica de unién 5') puede ser insuficientemente complementario a cualquier oligonucleétido
inmovilizado para poder unirse mediante hibridacién. En algunas realizaciones, por ejemplo para permitir la
amplificacién del puente posterior, el oligonucleétido del segundo par que esta unido al extremo 5' de una hebra de un
sitio fragmentado (es decir, el oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3') puede ser una secuencia
al menos parcialmente idéntica a un oligonucleétido inmovilizado. En otras realizaciones, por ejemplo para permitir la
amplificacién en emulsién de perlas, se pueden usar otras disposiciones (por ejemplo, véase la Figura 14).

En una realizacién, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar roturas de doble hebra
(DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacion comprende modificar acidos nucleicos
asociados a DSB para que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende oligonucleétidos inmovilizados,
comprendiendo el método

i} exponer una muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB, en condiciones de ligacién, a
un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que
permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridaciéon (RD1
SP) al que se puede unir un primer cebador de secuenciacién y una secuencia de unién para separar dicha
DSB de un conjunto de DSB, en el que la secuencia de unién es al menos parcialmente complementaria a
un oligonucleétido inmovilizado; y un segundo oligonucledtido que es complementario a dicho primer
oligonucleétido del primer par y comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho
oligonucledtido a una segunda hebra de dichas DSB; en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden una caracteristica de proteccién de 3'y/o 5,

ii) fragmentar la muestra de acido nucleico, idealmente ADNg, en fragmentos; y

iii) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero de
los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicho fragmento, idealmente en un sitio remoto de la unién de dicho oligonucleétido de
dicho primer par, un sitio de hibridaciéon (RD2 SP) al que puede unirse un segundo cebador de secuenciacion,
y en el que el primer oligonucleétido no comprende una secuencia capaz de hibridarse con un oligonucledétido
inmovilizado; y un segundo oligonucledtido mas largo que es en parte complementario a dicho primer
oligonucleotido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda
hebra de dicho fragmento, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una secuencia
adicional, opcionalmente, una secuencia de unidon para permitir la amplificacion del puente; y en el que uno
o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden una caracteristica de protecciéon de 3' y/o 5'.

Un acido nucleico asociado a DSB es un acido nucleico ubicado en un lado de una DSB. Por tanto, la secuenciacion
de un &cido nucleico asociado a DSB permite identificar la ubicacién de una DSB, por ejemplo en un genoma.

En una realizacion, los métodos de la invencion estéan disefiados para uso con los adaptadores lllumina P5 y P7. Asi,
en una realizacién particular, el segundo par de oligonucleétidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, 0
20 bases, 0 no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30). En
otra realizacion, el segundo par de oligonucleétidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, o 15 bases, o0 no
comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31).

Asi, en una realizacién particular, la etapa iii) es:
exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacion, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero de

los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicho fragmento, idealmente en un sitio remoto de la union de dicho oligonucleétido de
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dicho primer par, y un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que puede unirse un segundo cebador de
secuenciacién; y

un segundo oligonucleétido mas largo que es en parte complementario a dicho primer oligonucleétido del
segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda hebra de dichas DSB,
una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una secuencia adicional, opcionalmente, una
secuencia de unién para permitir la amplificacién del puente; y en el que uno o ambos de dichos
oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccion de 3' y/o 5'; y en el que el segundo par de
oligonuclettidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, 20, o0 24 bases de SEQ ID NO: 30 y/o no
comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, 0 20 bases de SEQ ID NO: 31.

En el método preferido de la invencién, dicha caracteristica de unién 5' o 3' de dicho par de oligonucleétidos comprende
uno de los siguientes: un grupo fosfato; una “cola T" de trifosfato, preferiblemente una “cola T” de trifosfato de
desoxitimidina; una 'cola A' de trifosfato, preferiblemente una 'cola A' de trifosfato de desoxiadenosina; al menos un N
nucleétido aleatorio, preferiblemente una pluralidad de N nucleétidos, o cualquier otro grupo de unién conocido para
permitir la unién de dicho adaptador a dicha DSB.

La muestra de acido nucleico puede ser cualquier muestra de ADN capaz de comprender las DSB. En una realizacién
preferida de la invencion, dicha muestra de acido nucleico es ADNg.

Aln mas idealmente, dicha caracteristica de unién 5' de dicho primer oligonucleétido de la parte i} es un grupo fosfato,
y dicha caracteristica de unién 3' de dicho segundo oligonucleétido de la parte i} es una cola de trifosfato.

En una realizacion preferida de la invencién, dicha caracteristica de proteccion de 5' y/o 3' de dicho primer par de
oligonucleotidos comprende una caracteristica que proporciona resistencia a una cualquiera o mas de las siguientes:
actividad de fosforilacion, actividad de fosfatasa, actividad de transferasa terminal, hibridaciéon de éacido nucleico,
actividad de endonucleasa, actividad de exonucleasa, actividad de ligasa, actividad de polimerasa, y union a proteinas.
Esto se puede lograr por cualquier medio conocido por los expertos en la técnica, tales como, pero sin limitarse a,
enlaces de fosforotioato, espaciadores de fosforoamidita, grupos fosfato, grupos 2'-O-metilo, modificaciones desoxi y
didesoxi-T invertidas, bases de acidos nucleicos bloqueados, didesoxinucleétidos, o similares. En la tabla 2 se
muestran ejemplos de la actividad que proporcionan estas caracteristicas.

Preferiblemente, dicho primer oligonucledtido de la parte i) comprende una caracteristica de proteccion de 3' que
proporciona resistencia a la actividad exonucleasa, tal como un enlace de fosforotioato.

Adicional o alternativamente, dicha caracteristica de protecciéon 3' también proporciona resistencia a la actividad de
ligasa y/o actividad de polimerasa, idealmente, actividad de polimerasa 5'>3', y es, por ejemplo, un didesoxinucleétido
o un bloque fisico, idealmente en forma de fosforamidita, en particular una fosforamidita espaciadora C3 (3SpC3), o
cualquier otra caracteristica de proteccién conocida por los expertos en la técnica, tal como las de la Tabla 2, que
proporciona resistencia a la actividad de exonucleasa y/o actividad de ligasa y/o actividad de polimerasa.

Aln mas preferiblemente, dichos primer y segundo oligonucleétidos de la parte i) también comprenden una
caracteristica de indice que es una secuencia particular de nucleétidos (por ejemplo, GATCT) que permite determinar
el origen de las bibliotecas de secuenciacion reunidas; en otras palabras, permite la desmultiplexacion de las
bibliotecas de secuenciacién reunidas. Idealmente, la caracteristica de indice esta situada entre dicho sitio de
hibridacién y dicha secuencia de unién.

Lo mas preferible, dicho primer oligonucleotido de la parte i), que lee de 5' a 3', comprende una caracteristica de unién
5', y después, opcionalmente, una caracteristica de proteccién, idealmente la caracteristica de unién es un grupo
fosfato, un sitio de hibridacion (RD1 SP) al cual se puede unir un primer cebador de secuenciacién, una secuencia
indice, una secuencia de union para separar dicha DSB de un conjunto de DSB, y una caracteristica de proteccién y/o
de unién 3'. Preferiblemente, dicha caracteristica de proteccion proporciona resistencia a una cualquiera o mas de las
siguientes: actividad de exonucleasa, actividad de ligasa y/o actividad de polimerasa.

Lo mas preferible, dicho segundo oligonucleétido de la parte i), que lee de 3' a 5', comprende una caracteristica de
unién 3', y después, opcionalmente, una caracteristica de proteccién, una secuencia de hibridaciéon (RD1 SP) a la cual
se puede unir un primer cebador de secuenciacién, una secuencia indice, una secuencia de unién para separar dicha
DSB de un conjunto de DSB, y una caracteristica de proteccién y/o de unioén 5'. Preferiblemente, dichas caracteristicas
de proteccion proporcionan resistencia a una cualquiera o mas de las siguientes: actividad de exonucleasa, actividad
de ligasa y/o actividad de polimerasa. Idealmente, la caracteristica de unién es 3'.

En una realizacién preferida de la invencién, dicho primer oligonucleétido de la parte i} es uno de un primer par de
oligonucleétidos, y el segundo oligonucleétido de este primer par de oligonucleétidos es complementario a dicho primer
oligonucleotido y comprende una caracteristica de proteccion de 5'y 3', preferiblemente, que proporciona resistencia
a una cualquiera o mas de las siguientes: actividad de exonucleasa, actividad de ligasa y/o actividad de polimerasa.
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Por tanto, en ciertas realizaciones, falta un grupo fosfato 5' o 3' en el oligonucledtido usado para llevar a cabo la
invencién.

En una realizaciéon preferida de la invencién, dicho primer oligonucleétido de la parte i) contiene tanto el
sitio(/secuencia) de hibridacién que se usa para secuenciar la DSB ligada como la secuencia de unién que se usa para
separar dicha DSB de un conjunto de DSB. Sin embargo, los expertos en la técnica apreciaran que es posible que el
segundo oligonucleétido de la parte i) contenga tanto el sitio(/secuencia) de hibridaciéon que se usa para secuenciar la
DSB ligada como la secuencia de unién que se usa para separar dicha DSB. de un conjunto de DSB. Esto se debe a
que tanto la secuenciacién como la separacién estaran determinadas por la naturaleza del cebador usado para
secuenciar y la naturaleza del oligonucledtido usado para separar. Lo mas tipico, la orientacion de todos los
oligonucleotidos, es decir, la orientacion de los sitios de hibridacion (RD1 SP y RD2 SP) a los que se pueden unir al
menos un primer y/o segundo cebadores de secuenciacién, y la secuencia de unién para separar dicha DSB de un
conjunto de DSB, y la secuencia adicional, opcionalmente, para permitir la amplificacién del puente, es tal que, cuando
se lleva a cabo la separacién de la parte v}, sélo se pueden extraer hebras del Grupo A usando la secuencia de unién
para separar dicha DSB de un conjunto de DSB. Ademas, esta orientacion también es tal que cuando se lleva a cabo
la secuenciacién de la parte vi) sélo se pueden unir hebras del Grupo A (cuando estéd presente la secuencia de
amplificacién del puente).

Mas idealmente aun, el primer o el segundo oligonucleétido del primer par de oligonucleétidos de |a parte i}y comprende
dos caracteristicas de proteccién terminales diferentes.

Aln mas preferentemente, el segundo oligonucleétido de este primer par de oligonucleétidos de la parte i) comprende
una 'cola T' de trifosfato de 3' desoxitimidina, para proporcionar un sustrato para la ligacion a fragmentos de ADN de
'cola A', e idealmente también un enlace de fosforotioato mediante el cual se confiere resistencia a la actividad de
exonucleasa.

En adn otro método preferido de la invencién, dicha caracteristica de union 5' de dicho primer oligonucleétido del
segundo par de oligonucleétidos de la parte iii} es un grupo fosfato, y dicha caracteristica de unién 3' de dicho segundo
oligonucleétido del segundo par de oligonucleétidos de la parte iii) es una cola de trifosfato.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha caracteristica de proteccion de 5' y/o 3' de dicho segundo par de
oligonucleotidos comprende una caracteristica que proporciona resistencia a uno cualquiera o mas de los siguientes:
actividad de fosforilacion, actividad de fosfatasa, actividad de transferasa terminal, hibridaciéon de éacido nucleico,
actividad de endonucleasa, actividad de exonucleasa, actividad de ligasa, actividad de polimerasa, y union a proteinas.
Esto se puede lograr por cualquier medio conocido por los expertos en la técnica, tales como, pero sin limitarse a,
enlaces de fosforotioato, espaciadores de fosforoamidita, grupos fosfato, grupos 2'-O-metilo, modificaciones desoxi y
didesoxi-T invertidas, bases de acidos nucleicos bloqueados, didesoxinucleétidos, o similares. En la tabla 2 se
muestran ejemplos de la actividad que proporcionan estas caracteristicas.

Preferiblemente, dicho primer oligonucleétido de la parte iii} también comprende una caracteristica de proteccion de
3' que proporciona resistencia a la actividad exonucleasa, tal como un espaciador de fosforamidita. Adicional o
alternativamente, dicha caracteristica de proteccion 3' también proporciona resistencia a la actividad de ligasa y/o
actividad de polimerasa, idealmente, actividad de polimerasa 5'>3', y es, por ejemplo, un didesoxinucleétido o un
blogue fisico, idealmente en forma de fosforamidita, en particular una fosforamidita espaciadora C3 (3SpC3), o
cualquier otra caracteristica de proteccién conocida por los expertos en la técnica, tal como las de la Tabla 2, que
proporciona resistencia a la actividad de exonucleasa y/o actividad de ligasa y/o actividad de polimerasa.

Aln mas preferiblemente, dichos primer y segundo oligonucleétidos de la parte iii) también comprenden una
caracteristica de indice que es una secuencia particular de nucleétidos (por ejemplo, GATCT) que permite determinar
el origen de las bibliotecas de secuenciacion reunidas; en otras palabras, permite la desmultiplexaciéon de las
bibliotecas de secuenciacién reunidas. Idealmente, la caracteristica de indice esta situada entre dicho sitio de
hibridacién y, cuando esté presente, dicha secuencia adicional.

Mas idealmente aun, el primer o el segundo oligonucleétido de este segundo par de oligonucleétidos de la parte iii)
comprende dos caracteristicas de proteccion terminales diferentes.

Mas preferiblemente, dicho segundo oligonucleétido de la parte iii}, que se lee de 5' a 3', comprende una caracteristica
de unién y/o proteccién de 5', una secuencia adicional para, opcionalmente, permitir la amplificacion del puente, una
secuencia de indice, un sitio de hibridacién (RD2 SP). al que se puede unir un cebador de secuenciacion, y una
caracteristica de y/o unién proteccién de 3'. Preferiblemente, una o ambas caracteristicas de proteccién proporcionan
resistencia a una cualquiera o mas de las siguientes: actividad de exonucleasa, actividad de ligasa y/o actividad de
polimerasa.

En una realizacién preferida de la invencién, dicho segundo oligonucleétido de la parte iii) es complementario a dicho

primer oligonucleétido de este par de oligonucleétidos, y comprende una caracteristica de proteccion de 5' y 3',
preferiblemente, que proporciona resistencia a una cualquiera o mas de las siguientes: actividad de exonucleasa,

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 984 253 T3

actividad de ligasa y/o actividad de polimerasa. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el oligonucleétido usado para
llevar a cabo la invencion carece de un grupo fosfato 5' 0 3'.

Aln mas preferiblemente, este segundo oligonucleétido de la parte iii) comprende una 'cola T' de trifosfato de 3'
desoxitimidina, para proporcionar un sustrato para la ligacién a fragmentos de ADN con 'cola A’, idealmente con un
enlace de fosforotioato mediante el cual se confiere resistencia a la actividad de exonucleasa.

En una realizacién preferida de la invencion, dicha ligacién en la parte i} se produce in situ o in vitro usando una
suspensioén celular o tisular, y por tanto, se produce en la célula intacta. AUn mas preferiblemente, esta etapa se facilita
permeabilizando la célula o tejido, quimica, electrdénica, mecanica o fisiologicamente, mediante lo cual dicho
oligonucleétido a ligar puede obtener acceso a un sitio de DSB, y a través de su caracteristica de unién terminal, por
ejemplo fosfato, se liga a el sitio de DSB. Preferiblemente, las células se permeabilizan mediante incubacién en
amortiguador de lisis. Aun mas preferiblemente, dicho sitio de DSB es una cola de arginina reparada antes de la
ligacion con dicho oligonucleétido.

Como se apreciara, ligar dicho primer par de oligonucleétidos/adaptador a la DSB antes de un procesamiento adicional
garantiza que la DSB identificada sea un evento verdadero y no una consecuencia de las etapas de procesamiento
posteriores, y por lo tanto represente un artefacto del procesamiento.

En otra realizacién preferida méas de la invencién, la parte i) también incluye extraer ADNg de dichas células usando
cualquier medio convencional, tal como un amortiguador de extraccién o similar, antes de realizar las etapas
posteriores.

En una realizacién preferida de la invencion, la etapa ii) comprende fragmentar el ADNg en fragmentos mas pequefios
mediante cualquier medio conocido en la técnica, tal como sonicacion o etiquetado.

En adn otra realizacion preferida de la invencion, dicho método comprende ademas una etapa opcional, después de
la parte ii} y/o la parte iv), de eliminar fragmentos cuyo tamafio sea menor que alrededor de 100 pb, mas
preferiblemente menor que alrededor de 150 pb, y retener fragmentos cuyo el tamafio sea mayor que alrededor de
150 pb. Como apreciaran los expertos en la técnica, esta etapa elimina ventajosamente cualesquiera hebras/dimeros
oligonucleotidicos que puedan haberse formado y que de otro modo contribuirian posteriormente a artefactos de
secuencia. |dealmente, esto se puede realizar usando medios convencionales, tales como el uso de un sonicador
Bioruptor y la seleccion del tamafio usando perlas SPRI (GC Biotech, CNGS-0005) para eliminar fragmentos <150 pb.
O seleccione fragmentos en un intervalo preferido tal como, sin limitacién, 150-1000 pb, idealmente 200-800 pb, mas
idealmente 250-750 pb, y atin mas preferido 300-500 pb.

En adn otra realizacion preferida de la invencion, dicha separacion de la parte v) implica usar dicha secuencia de unién
proporcionada por el oligonucleétido de la parte i) para unirse a un compafiero, y asi separar las hebras del Grupo A
de la parte iv) de cualesquiera otras hebras. Normalmente, una hebra de unién complementaria a dicha secuencia de
unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte i) esta anclada a un sustrato, y dichas hebras individuales de
acidos nucleicos fluyen por, o sobre, la hebra de unién complementaria anclada.

En adn un método preferido adicional de la invencion, la parte vi} implica la amplificacion del puente, en la que las
hebras individuales separadas en la parte v) se amplifican clonalmente sobre un sustrato que tiene
oligonucleétidos/sitios de unién anclados en el mismo para la secuencia de unién del primer oligonucleétido de la parte
i} y la secuencia adicional del segundo oligonucleétido de la parte iii). De esta manera, se puede unir una Unica hebra
de los fragmentos del Grupo A a ambos extremos de dicho sustrato para facilitar la amplificacién del puente. Aln mas
preferiblemente todavia, dicha secuenciacién puede realizarse mediante secuenciacion de sintesis empleando el uso
de nucleétidos marcados, cada uno de los cuales emite una sefial caracteristica que se lee a medida que alarga la
secuencia, para proporcionar una lectura de la informacién de la secuencia. Normalmente, se secuencian varias
hebras en un proceso paralelo. Si se prefiere, la secuencia indice puede secuenciarse por separado de la DSB,
proporcionando asi una indicacion de la fuente del acido nucleico antes de secuenciar la DSB. Alternativamente, los
dos indices pueden secuenciarse y de este modo leerse juntos.

En una realizacién particular, el primer par de oligonucleétidos de la parte i) comprende un primer oligonucleétido que
comprende una secuencia segun TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31), y un segundo oligonucleétido que
comprende una secuencia segin AATGATACGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34).

En otra realizacién, que puede combinarse con la materia objeto del parrafo anterior, el segundo par de
oligonucleotidos comprende un primer oligonucleétido de una secuencia que no comprende una secuencia de mas de
5, 10, 15, 0 20 bases, o0 no no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID
NQ: 30), y un segundo oligonucleétido que comprende una secuencia segin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
(SEQ ID NO: 32).
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En una realizacion particular, el primer par de oligonucleétidos de la parte i} comprende un primer oligonucleétido que
comprende una secuencia segun ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30), y un segundo oligonucleétido
que comprende una secuencia segliin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32).

En otra realizacién, que puede combinarse con la materia objeto del parrafo anterior, el segundo par de
oligonucleotidos puede comprender un primer oligonucleétido que no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 0
15 bases, 0 no no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31), y un
segundo oligonucleétido que comprende una secuencia segun AATGATACGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34).

SEQ ID NO: 30, 31, 32 y 34 pueden comprenderde 1a12,1a10,1a8,1a5,1a3, 201 modificaciones, tales como
sustituciones, deleciones, o inserciones. En una realizacion, las modificaciones son sustituciones.

En una realizaciéon preferida adicional de la invencién, dicho primer par de oligonucleétidos de la parte i) comprende
un primer oligonucleétido que tiene SEQ ID NO. 1 y un segundo oligonucleétido que tiene SEQ ID NO. 2 o un
oligonucleotido que comparte al menos un 80 % de identidad u homologia con el mismo, y mas preferiblemente, en
orden creciente de preferencia, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 21, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de
identidad u homologia con el mismo. Los oligonucleétidos segiin SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 pueden comprender
det1ai12,1a10,1a8,1ab5,1a3, 201 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones. En una
realizacion, las modificaciones son sustituciones. La homologia, como se usa aqui, puede denominarse similitud.

En una realizaciéon preferida adicional de la invencién, dicho primer par de oligonucleétidos de la parte i) comprende
un primer oligonucleotido de la secuencia
GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT[INDICE]TCGGTGGGTCGCCGTA TCATTC, o que comprende de
1a7,1a6,1a5,1a4,1a3, 2, 01 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, 0 inserciones. El primer
par de oligonuclettidos de la parte i) puede comprender ademas un segundo oligonucleétido de la secuencia
AATGATACGCGACCACCGA[INDEX]JACACTCTTTCCCTACACGACGTCTTCC GATCT, o que comprende 1 a7, 1 a
6,1ab5,1a4,1a3, 2, o1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones.

En una realizaciéon preferida adicional de la invencién, dicho primer par de oligonucleétidos de la parte i) comprende
un primer oligonucleétido de la secuencia GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT (SEQ ID NO: 37), un
indice, y TCGGTGGTCGCCGTATCATTC (SEQ ID NO: 38). El primer par de oligonuclettidos de la parte i} puede
comprender ademas un segundo oligonucleétido de la secuencia AATGATACGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34), un
indice, ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 39). El indice puede ser cualquier base (n), y
puede tener, por ejemplo, una longitud de 5 a 15 0 6 a 10 pares de bases. SEQ ID NO: 34, 37, 38 y 39 pueden
comprenderde1a?7,1a6,1a5,1a4,1a3, 201 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones.
En una realizacién, las modificaciones son sustituciones.

En una realizacion adicional de la invencion, dicho primer par de oligonucleétidos de la parte i} comprende un primer
oligonucleotido que comprende SEQ ID NO. 3, un indice, y la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID
NO: 30). El primer par de oligonucleétidos de la parte i) puede comprender ademas un segundo oligonucleétido que
comprende, en orden 5' a 3', la secuencia de CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32), un indice, y la
secuencia GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 33). El indice puede ser cualquier base
(n), y puede tener, por ejemplo, una longitud de 5 a 15 0 6 a 10 pares de bases. SEQ ID NO: 3, 30, 32 y 33 pueden
comprenderdei1a7,1a6,1a5,1a4,1a3, 201 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones.
En una realizacién, las modificaciones son sustituciones.

En una realizacion preferida adicional de la invencién, dicho segundo par de oligonucleétidos de la parte iii} comprende
un primer oligonucleétido que tiene SEQ ID NO. 3 y un segundo oligonucledtido de secuencia
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[INDEX]GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC TCTTCCGATCT o un
oligonucleotido que comparte al menos un 80 % de identidad u homologia con el mismo, y mas preferiblemente, en
orden creciente de preferencia, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 21, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de
identidad u homologia con el mismo. El oligonucleétido segun SEQ ID NO: 3 puede comprenderde 1a7,1a6,1a
5 1a4,1a3, 2o 1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones. El oligonucleotido segin
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[INDICE]IGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC TCTTCCGATCT puede
comprenderde 1a12,1a10,1a8,1a5,de1a3, 2 o1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o
inserciones. En una realizacién, las modificaciones son sustituciones.

En una realizacién preferida adicional de la invencién, dicho segundo par de oligonucleétidos de la parte iiiy comprende
un primer oligonucledtido que tiene SEQ ID NO. 3 y un segundo oligonucleétido que tiene, en orden 5' a 3', la secuencia
de CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32), indice, y la secuencia
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 33). El indice puede ser cualquier base (n), y puede
tener, por ejemplo, una longitud de 5 a 15 o0 6 a 10 pares de bases. Los oligonucleétidos pueden comprender
secuencias que tienen 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de identidad
u homologia con cualquiera de SEQ ID NO: 3, 32 0 33. SEQ ID NO: 3, 32, 0 33 pueden comprenderde 1a7,1a6, 1
ab,1a4,1a3, 20 1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones. En una realizacién, las
modificaciones son sustituciones.
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En aln una realizacién preferida adicional de la invencion, dicho segundo oligonucleétido de dicho segundo par de
oligonucleétidos de la parte iii} comprende una cualquiera de las siguientes secuencias SEQ ID NO: 4-28, 30-34, 37-
39 0 41-42 o un oligonucleétido que comparte al menos un 80 % de identidad u homologia con el mismo, y mas
preferiblemente, en orden creciente de preferencia, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99 0 100 % de identidad u homologia con el mismo. SEQ ID NO: 4-28, 30-34, 37-39, 0 41-42 pueden comprender
det1ai12,1a10,1a8,1ab5,1a3, 2 o1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones. En
una realizacion, las modificaciones son sustituciones.

En una realizacion preferida, dicha muestra es una muestra de mamifero, idealmente humana.

Se describe como referencia un kit de piezas, idealmente adecuado para identificar roturas de doble hebra (DSB) de
ADN en una muestra de ADNg, que comprende

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacion de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridacion (RD1 SP) al
que se puede unir un primer cebador de secuenciacién y una secuencia de unién para separar dicha DSB de
un conjunto de DSB; y un segundo oligonucleétido que es complementario a dicho primer oligonucledétido de
este primer par y comprende una caracteristica de unién 3' para la unién a una segunda hebra de dichas
DSB; vy en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica
de proteccién de 3'y/o 5 y

ii} un segundo par de oligonucleotidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5', que
permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, y un sitio de hibridacién (RD2
SP) al que se puede unir un segundo cebador de secuenciacion; y un segundo oligonucleétido mas largo que
es en parte complementario a dicho primer oligonucleétido de este segundo par y comprende una
caracteristica de unién 3' para unirse a una segunda hebra de dichas DSB, una secuencia complementaria a
dicho sitio de hibridacién, y una secuencia adicional que es, opcionalmente, una secuencia de unién para
permitir la amplificacion del puente; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden,
respectivamente, una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5'.

En un kit preferido, dicho kit comprende ademas al menos un cebador que se une al primer y/o segundo sitio de
hibridacién con fines de secuenciacion.

Aln mas preferiblemente, dicho kit comprende ademas agentes de fragmentacion y/o agentes desnaturalizantes para
fragmentar y/o desnaturalizar el acido nucleico en fragmentos y/o hebras individuales, respectivamente.

También se describe como referencia un kit de piezas, adecuado para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN
en una muestra de ADNg, que comprende

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacion de dicho oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, y una secuencia de unioén para separar
dicha DSB de un conjunto de DSB; y un segundo oligonucleétido que es complementario a dicho primer
oligonucleotido de este primer par; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden,
respectivamente, una caracteristica de proteccién de 3'y/o 5", y

iii} un segundo par de oligonucledtidos, uno de los cuales es en parte complementario a un segundo
oligonucleotido del segundo par; y un segundo oligonucleétido que comprende una caracteristica de union 3'
para la union a una segunda hebra de dichas DSB, y una secuencia de unién para permitir la amplificacion
del puente; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una
caracteristica de proteccién de 3' y/o0 5.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un kit adecuado para la preparacién de muestras para identificar las
DSB en una muestra de ADNg, que comprende

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia
seglin TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo oligonucleétido que es complementario
a dicho primer oligonucledtido del primer par, y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5'; y

ii} un segundo par de oligonucleétidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de mas de 5, 10,
15, 0 20 bases, o no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID
NO: 30); y un segundo oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién
de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
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CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32); y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un kit adecuado para la preparacién de muestras para identificar las
DSB en una muestra de ADNg, que comprende

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite
la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia
segin ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un segundo oligonucledtido que es
complementario a dicho primer oligonucleétido del primer par y opcionalmente comprende una caracteristica
de union 3, y en el que uno o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden, respectivamente, una
caracteristica de proteccion de 3'y/o 5" y

ii} un segundo par de oligonucleétidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de mas de 5, 10, o
15 bases, 0 no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31), y
opcionalmente comprende una caracteristica de unién 5'; y un segundo oligonucleétido que comprende una
caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico
bicatenario, y comprende una secuencia segun AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34); y en el que
uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccién de
3'y/o 5.

SEQ ID NO: 30, 31, 32 y 34 pueden comprenderde 1a12,1a10,1a8,1a5,1a3, 201 modificaciones, tales como
sustituciones, deleciones, o inserciones. En una realizacion, las modificaciones son sustituciones.

El segundo oligonucleétido de |a parte i} puede comprender una caracteristica de unién 3', y el primer oligonucleétido
de la parte i} puede comprender una caracteristica de unién 5'. Los primeros oligonucleétidos del primer y segundo
par de oligonucleétidos pueden incluir sitios de hibridacién (RD1 SP) a los que se pueden unir los cebadores de
secuenciacion.

Se describe como referencia un adaptador de doble hebra, idealmente para identificar roturas de doble hebra (DSB)
de ADN en una muestra de acido nucleico, tal como una muestra de ADNg, que comprende:

una primera hebra de oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 5' que permite la ligacién de dicho
oligonucleotido a una primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridacion (RD1 SP) al que se puede unir un cebador
de secuenciacion y una secuencia de unidn para separar dicha DSB de un conjunto de DSB; y una segunda hebra de
oligonucleétido que es complementaria a dicho primer oligonucleétido y comprende una caracteristica de unién 3' para
la union a una segunda hebra de dichas DSB; y en el que uno 0 ambos de dichos oligonucleétidos comprenden,
respectivamente, una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5'.

También se describe como referencia un adaptador de doble hebra, idealmente para identificar roturas de doble hebra
(DSB) de ADN en una muestra de &cido nucleico, tal como una muestra de ADNg, que comprende:

una primera hebra de oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 5', que permite la ligacion de dicho
oligonucleétido a una primera hebra de dicha DSB, y un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que se puede unir un cebador
de secuenciacién; y una segunda hebra de oligonucledtido mas larga que es en parte complementario a dicho primer
oligonucleotido y comprende una caracteristica de uniéon 3' para unirse a una segunda hebra de dichas DSB, una
secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una secuencia adicional que es, opcionalmente, una
secuencia de unién para permitir la amplificacién del puente; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5.

Segun un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un adaptador de doble hebra, adecuado para identificar
roturas de doble hebra (DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, tal como una muestra de ADNg, que
comprende:

una primera hebra de oligonucleétidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, o 20 bases, 0 no comprende
las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un segundo oligonucleétido
que comprende una caracteristica de unioén 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido
nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32); y en
el gue uno o ambos de dichos oligonucleotidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'
y/o 5'. El primer oligonucleétido puede comprender una caracteristica de unién 5'.

Segun un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un adaptador de doble hebra, adecuado para identificar

roturas de doble hebra (DSB) de ADN en una muestra de acido nucleico, tal como una muestra de ADNg, que
comprende:
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una primera hebra de oligonucleétidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, o 15 bases, 0 no
comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo
oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido
a una hebra de wun acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34); y

en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de
proteccién de 3' y/o 5'. El primer oligonucleotido puede comprender una caracteristica de unién 5.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar las DSB en una
muestra de &cido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar &cidos nucleicos asociados a DSB para que
sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende cebadores inmovilizados, comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacion, en
el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de
una DSB y que comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato
mediante hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por la fragmentacion, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que no
comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacién.
El oligonucledtido del segundo adaptador capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por fragmentacién comprende una secuencia idéntica a una regién de un segundo cebador.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos dentro de la muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos
son bicatenarios durante las etapas b) a d). En otras realizaciones, los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios
durante las etapas b) a d). En aun otras realizaciones, los acidos nucleicos pueden ser bicatenarios para algunas
etapas y monocatenarios para otras (por ejemplo, véase la Figura 16). En realizaciones que implican la ligaciéon de un
adaptador de doble hebra a un acido nucleico monocatenario, el adaptador puede comprender un "oligo de
alargamiento”. El oligo de alargamiento puede comprender nuclettidos aleatorios, tales como 6-8 nucleétidos
aleatorios, y colocarse en el extremo 3' del oligonucleétido del adaptador que no se liga a la muestra de acido nucleico.
Los oligos de alargamiento pueden ayudar en el proceso de ligacién.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar las DSB en una
muestra de acido nucleico, en el que la preparacion comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB para que
sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer cebador inmovilizado y para que sean adecuados
para la amplificacion, que comprende el uso de dicho primer cebador inmovilizado y un segundo cebador,
comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién, en
el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de
una DSB y que comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato
mediante hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por la fragmentacién, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que
comprende una secuencia idéntica a una regién del segundo cebador.

Una muestra de acido nucleico adecuada para la amplificacién que comprende el uso de un primer cebador
inmovilizado y un segundo cebador, es una muestra capaz de ser amplificada por un cebador de la misma secuencia
que el primer cebador inmovilizado y un cebador de la misma secuencia que el segundo cebador. La idoneidad para
la amplificacién se puede determinar en disolucién.

En algunas realizaciones, el segundo cebador no esta inmovilizado al sustrato. Por ejemplo, el sustrato puede ser una
perla, y la amplificacion puede tener lugar mediante amplificaciéon en emulsién de perlas.
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En otras realizaciones, el segundo cebador esta inmovilizado en el sustrato. Por ejemplo, el sustrato puede ser una
celda de flujo, y la amplificacién puede tener lugar mediante amplificacién de puente.

En algunas realizaciones, los adaptadores son oligonucleétidos monocatenarios.

En otras realizaciones, los adaptadores comprenden un primer y un segundo oligonucleétido que son al menos
parcialmente complementarios. En tales realizaciones, el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos
un extremo 3' de una hebra de una DSB, y el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo
oligonucleotidos que son al menos parcialmente complementarios, en el que el primer oligonucleétido se puede ligar
a un extremo 3'y comprende una secuencia que es capaz de unirse mediante hibridacién a un cebador inmovilizado
al sustrato. Ademas, en tales realizaciones, el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo
5' de una hebra en una rotura inducida por fragmentacién pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del
primer par de adaptadores, en el que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos
parcialmente complementarios, y en el que el primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 5'y comprende una
secuencia idéntica a una regién del segundo cebador, y el segundo oligonucleétido no comprende una secuencia que
es complementaria a dicha secuencia idéntica a una regién del segundo cebador.

Por tanto, en una realizacion, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar las DSB de ADN
en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB
para que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer cebador inmovilizado y para que sean
adecuados para la amplificacién, que comprende el uso de dicho primer cebador inmovilizado y un segundo cebador,
comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer par de adaptadores en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 3' de una hebra
de una DSB, y en el que el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo oligonucleétidos
que son al menos parcialmente complementarios, y el primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 3'
y comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante
hibridacién.

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo par de adaptadores en condiciones propicias para la
ligacién, en el que el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por fragmentacién pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del primer par
de adaptadores, en el que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos
parcialmente complementarios, y en el que el primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 5' y
comprende una secuencia idéntica a una regién del segundo cebador, y el segundo oligonucleétido no
comprende una secuencia que es complementaria a dicha secuencia idéntica a una regién del segundo
cebador.

En algunas realizaciones, el sustrato comprende un primer cebador inmovilizado y un segundo cebador inmovilizado.
Los cebadores inmovilizados pueden, en algunas realizaciones, ser adecuados para actuar como cebadores durante
la amplificacion del puente.

Por tanto, en una realizacion, se proporciona un método de preparacion de muestras para identificar las DSB de ADN
en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB
para que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer y un segundo cebador inmovilizado,
comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién, en
el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de
una DSB y que comprende una secuencia que es capaz de unirse al primer cebador inmovilizado mediante
hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra

en una rotura inducida por la fragmentacion, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que
comprende una secuencia idéntica a una regién del segundo cebador inmovilizado.
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En otras realizaciones, los adaptadores son pares de adaptadores que comprenden un primer y un segundo
oligonucleodtidos que son al menos parcialmente complementarios. Por tanto, se proporciona un método de
preparacién de muestras para identificar las DSB de ADN en una muestra de &cido nucleico, en el que la preparacion
comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB para que sean adecuados para unirse a un sustrato que
comprende un primer y un segundo cebador inmovilizado, comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer par de adaptadores en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 3' de una hebra
de una DSB, y en el que el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo oligonucleétidos
que son al menos parcialmente complementarios, y en el que el primer oligonucleétido se puede ligar a un
extremo 3' y comprende una secuencia que es capaz de unirse al primer cebador inmovilizado mediante
hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo par de adaptadores en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por fragmentacién pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del primer par
de adaptadores, en el que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos
parcialmente complementarios, y el primer oligonucleétido que se puede ligar a un extremo 5' comprende
una secuencia idéntica a una region del segundo cebador inmovilizado, y en el que el otro oligonucleétido no
comprende una secuencia que es complementaria a dicha secuencia idéntica a una regién del segundo
cebador inmovilizado.

Como se analiza aqui, en algunas realizaciones, los acidos nucleicos dentro de la muestra pueden mantenerse como
moléculas bicatenarias durante las etapas a) a d). Como tal, en realizaciones particulares, los métodos pueden
comprender ademas:

desnaturalizar la pluralidad de acidos nucleicos bicatenarios para formar una pluralidad de acidos nucleicos
monocatenarios. Esto puede ser la "etapa e)" en algunas realizaciones.

En una realizacion particular, los métodos pueden comprender ademas:

poner en contacto la pluralidad de acidos nucleicos monocatenarios con el sustrato que comprende cebadores
inmovilizados, en condiciones adecuadas para la hibridacién de los cebadores inmovilizados con acidos nucleicos
complementarios. Esto puede ser la "etapa f)" en algunas realizaciones.

Las caracteristicas descritas en relaciéon con la etapa i) de los métodos descritos aqui también son aplicables a la
etapa b). Las caracteristicas descritas en relacion con la etapa i) de los métodos descritos aqui también son aplicables
a la etapa c). Las caracteristicas descritas en relacion con la etapa iii) de los métodos descritos aqui también son
aplicables a la etapa d). Las caracteristicas descritas en relacién con la etapa iv) de los métodos descritos aqui también
son aplicables a la etapa e). Las caracteristicas descritas en relacién con la etapa v) de los métodos descritos aqui
también son aplicables a la etapa f).

El sustrato puede ser una superficie sélida, tal como una superficie de una celda de flujo, una perla, un portaobjetos,
o0 una membrana. En particular, el sustrato puede ser una celda de flujo. El sustrato puede ser una celda de flujo con
o sin patrén. El sustrato puede comprender vidrio, cuarzo, silice, metal, ceramica, o plastico. La superficie del sustrato
puede comprender una matriz o revestimiento de poliacrilamida.

Como se usa aqui, se pretende que la expresion "celda de flujo" tenga el significado habitual en la técnica, en particular
en el campo de la secuenciacién por sintesis. Las celdas de flujo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, las usadas
en un aparato de secuenciacién de acidos nucleicos, tales como celdas de flujo para las plataformas Genome
Analyzer®, MiSeq®, NextSeq®, HiSeq®, o NovaSeq® comercializadas por lllumina, Inc. (San Diego, California); o para
la plataforma de secuenciacion SOLID™ o lon Torrent™ comercializada por Life Technologies (Carlsbad, California).
También se describen celdas de flujo ejemplares y métodos para su fabricaciéon y uso, por ejemplo, en el documento
W02014/142841 A1, la publicacidon de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2010/0111768 A1, y la patente de EE. UU.
n.2 8.951.781.

El sustrato puede comprender cebadores inmovilizados, por ejemplo dos tipos de cebadores que juntos pueden actuar
como cebadores directos e inversos para la amplificacién del puente. La inmovilizacién a un sustrato significa que el
cebador se une al sustrato incluso en condiciones que desnaturalizarian los acidos nucleicos bicatenarios. Por
ejemplo, el cebador puede estar unido covalentemente al sustrato. Los cebadores estan orientados de manera que el
extremo 5' sea proximal y el extremo 3' sea distal al punto de inmovilizacién. Tales disposiciones son estandar en la
técnica.
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las etapas se pueden realizar en el orden: etapa c), etapa d), y después etapa b). Este orden es particularmente
relevante para realizaciones en las que se induce potencialmente una DSB en la muestra, a diferencia de realizaciones
para la deteccidon de una DSB preexistente. Con referencia a las declaraciones de la invencién que presentan etapas
definidas mediante nimeros romanos, las etapas pueden realizarse en el orden: etapa ii), etapa iii), y después etapa
i). En tales realizaciones, la DSB puede inducirse después de la ligacion del segundo adaptador y antes de la ligacién
del primer adaptador. Por ejemplo, véase la Figura 13. La induccién de la DSB puede comprender exponer la muestra
a condiciones capaces de causar o que se sospecha que pueden causar una DSB.

En realizaciones en las que la etapa d) se lleva a cabo antes de la etapa b), los adaptadores de la etapa d) pueden
comprender caracteristicas de proteccién de 3' y/o 5' para evitar la ligacién de los adaptadores de la etapa b) a los de
la etapa d). Las caracteristicas de proteccién pueden hacer que el primer adaptador no pueda ligarse al segundo
adaptador. En tales realizaciones, el segundo adaptador sigue siendo incapaz de ligarse al primer adaptador debido
a que la ligacién tiene lugar antes de que el primer adaptador esté presente.

En algunas realizaciones, las etapas se llevan a cabo en el orden: etapa b), etapa c¢) y etapa d), en el que la etapa b)
se lleva a cabo en una célula o in situ. En otras realizaciones, las etapas se llevan a cabo en el orden: etapa c), etapa
d), y después etapa b), en el que la etapa c) se lleva a cabo in vitro después del aislamiento de la muestra de acido
nucleico.

Por lo tanto, en una realizacién, se proporciona un método de preparacién de muestras para identificar las DSB en
una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB para
que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende cebadores inmovilizados, comprendiendo el método,
en el orden:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;
c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos;

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la
ligacion, en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de
una hebra en una rotura inducida por la fragmentacién, y que no comprende una secuencia que es capaz de
unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacién, que comprende opcionalmente una
secuencia idéntica a una region del segundo cebador; y

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra
de una DSB, pero no es capaz de ligarse al segundo adaptador, y que comprende una secuencia que es
capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacion.

En la etapa a), la muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos bicatenarios puede ser cualquier muestra
de ADN capaz de comprender las DSB, tal como ADNg.

Para cualquiera de los métodos descritos aqui, la muestra puede contener las DSB, o se puede haber tratado de una
manera que podria introducir o introduce las DSB.

Por ejemplo, los métodos descritos aqui se pueden usar para detectar dafios o0 cambios en el ADN que se limitan a
una sola hebra. Por tanto, los métodos descritos aqui pueden ser para la deteccién y/o cuantificacién de una
caracteristica de interés dentro de una muestra de acido nucleico. Como ejemplo, una lesién en una hebra de ADN
bicatenario puede convertirse enzimaticamente en una DSB, que entonces puede detectarse mediante los métodos
descritos aqui.

En algunos ejemplos, la lesién puede ser una rotura de una sola hebra. En otros ejemplos, la lesién es un cambio de
base en una muestra de acido nucleico. Por ejemplo, los métodos descritos aqui pueden ser para la deteccién de la
edicién de bases inducida por CRISPR/Cas, tal como un editor de bases de citosina o un editor de bases de adenosina.
Dichas ediciones pueden convertirse en DSB y detectarse como se describe aqui. La Figura 17 y la Figura 18 ilustran
realizaciones ejemplares.

Por tanto, en una realizacién, el método comprende proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos
nucleicos que comprenden o se sospecha que comprenden una caracteristica de interés o una lesién; y exponer la
muestra a condiciones capaces de convertir la caracteristica de interés o lesién en una DSB.

Para tales realizaciones, el método puede estar en el orden: conversién de la lesién en una DSB, b), ¢) y d); o puede
ser en el orden: ¢}, d), conversion de la lesion en una DSB, y b).
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En otras realizaciones, la muestra puede haber sido tratada con una nucleasa, tal como una nucleasa efectora similar
a un activador de la transcripcién (TALEN), una endonucleasa CRISPR/Cas, una nucleasa de dedos de zinc, una
meganucleasa, o cualquier endonucleasa de restriccion, y los métodos pueden ser para la detecciéon de efectos fuera
de la diana. La muestra puede tratarse con un agente, tal como un agente terapéutico potencial, para determinar si
dicho agente es capaz de causar las DSB o las DSB fuera de la diana.

Los métodos descritos aqui pueden usarse para identificar sitios de proteinas que se unen a un acido nucleico. Por
ejemplo, una muestra se puede poner en contacto con un agente de unién a proteinas, tal como un anticuerpo,
especifico para una proteina de interés, en el que la proteina de interés esta potencialmente unida al ADN. El ADN
puede ser una muestra que se ha puesto en contacto con la proteina de interés. El agente de unién a proteinas puede
estar asociado directa o indirectamente con una nucleasa, formando asi una DSB en cualquier sitio al que se une la
proteina de interés. Cualesquiera DSB pueden entonces detectarse mediante los métodos descritos aqui. La
metodologia puede ser los métodos de Escisién Bajo Dianas y Liberacién Usando Nucleasas (CUT&RUN). Como tal,
el método puede comprender: etapa a); poner en contacto la muestra con una proteina de interés; poner en contacto
la muestra con una nucleasa capaz de asociarse directa o indirectamente con la proteina de interés para formar una
DSB en los acidos nucleicos a los que esta unida la proteina; etapa b), etapa c), y después etapa d). Este orden es
particularmente Util para realizaciones en las que el método hasta la etapa b) se lleva a cabo en una célula.
Alternativamente, el método puede comprender: etapa a); etapa c); etapa d); poner en contacto la muestra con una
proteina de interés; poner en contacto la muestra con una nucleasa capaz de asociarse directa o indirectamente con
la proteina de interés para formar una DSB en los acidos nucleicos a los que esta unida la proteina; y después etapa
b). Este orden es particularmente (til para realizaciones in vitro.

En otras realizaciones, la DSB puede inducirse deliberadamente en un sitio conocido o diana. Por ejemplo, se puede
usar una nucleasa dirigida, tal como CRIPSR/Cas o TALEN, para inducir una DSB en una secuencia de interés de
modo que los métodos de la invencion se puedan usar para aislar dicha secuencia de interés para analisis adicionales.
La secuencia de interés puede ser genes especificos, el exoma completo, o un locus especifico en el genoma. Como
tal, en una realizaciéon, los métodos comprenden poner en contacto la muestra con una nucleasa capaz de la induccién
dirigida de una DSB en una secuencia de interés.

Los métodos de la invencién pueden ser para la deteccién de eventos de insercién viral o bacteriana, o dafios en el
ADN causados por eventos de insercién viral o bacteriana. Estos eventos se pueden medir en virtud de las secuencias
genéticas Unicas asociadas con bacterias y virus que se insertarian en el genoma. Por lo tanto, los métodos de la
invencién pueden revelar estos sitios de insercién de ADN extrafio, que pueden ocurrir a través de una estructura
intermedia de DSB.

En otra realizacién, los métodos descritos aqui se pueden usar para evaluar los riesgos asociados con un agente
terapéutico, tal como una terapia génica. Por ejemplo, los métodos descritos aqui se pueden aplicar a una muestra
tomada de un paciente, en los que la muestra se ha tratado con el agente terapéutico, para determinar el riesgo, la
naturaleza o la frecuencia de los efectos fuera de diana para dicho paciente. Por lo tanto, los métodos descritos aqui
pueden ser Utiles para la medicina personalizada al proporcionar un patron de DSB especifico del paciente, y su
frecuencia, inducido por un agente de interés. Como tal, en una realizacion, los métodos pueden comprender obtener
una muestra de un sujeto y exponer dicha muestra a un agente, tal como un agente terapéutico. El método puede
comprender determinar la naturaleza y/o frecuencia de cualquier lesion o DSB en la muestra después de la exposicion.
El orden de las etapas de la invencién puede ser cualquiera de los descritos aqui.

Los métodos descritos aqui se pueden usar para detectar la contaminacién de una muestra por cualquier agente capaz
de causar las DSB.

Los métodos descritos aqui se pueden usar para medir la estabilidad de genomas sintéticos o ensamblados
artificialmente.

Los métodos descritos aqui se pueden usar para la Evaluacién de Riesgos de Préxima Generacién (NGRA) en
toxicologia genética. NGRA se define como un enfoque de evaluacién de riesgos basado en hipétesis y basado en
exposicién que integra nuevas metodologias de enfoque (NAM) para garantizar la seguridad sin el uso de pruebas
con animales. Las DSB son una medida directa de la exposicién genotdxica, y pueden cuantificarse mediante los
métodos de la invencion. Por lo tanto, los métodos de la invencién pueden usarse para evaluaciones de riesgos que
requieran la cuantificacion de la exposicion genotoxica.

En resumen, la muestra de acido nucleico que se sospecha que contiene las DSB puede contener dichas DSB debido
a un dafio natural en el ADN, debido al tratamiento con un agente potencialmente causante de DSB, debido a la
induccién deliberada de una DSB en un sitio de interés, o por cualquier otra razén.

En la etapa b), las condiciones permiten la ligacién del primer adaptador a una DSB. El primer adaptador comprende
un oligonucledtido capaz de ligarse al extremo 3' de una hebra de una DSB, y también puede comprender otro
oligonuclettido capaz de ligarse al extremo 5' de una hebra de una DSB. Como tal, el primer adaptador esta unido
covalentemente a la DSB. La ligacién puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, la ligaciéon puede realizarse con
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nucleétidos adicionales introducidos en la DSB. Alternativamente, un oligonucleétido o un par de oligonucleétidos se
puede ligar a la DSB, y el primer adaptador se puede ligar a dicho oligonucleétido u oligonucleétidos. Los métodos de
ligacién pueden ser cualquiera de los descritos aqui. Los dos oligonucleétidos del primer par de adaptadores pueden
ser completamente complementarios.

El primer y/o segundo oligonucleétidos del primer par de adaptadores pueden comprender una caracteristica de
protecciéon de 3' y/o 5'. Estas caracteristicas de proteccion pueden ser cualquiera de las descritas aqui, particularmente
cualquiera descrita con respecto al primer par de oligonucleétidos discutidos en relacién con la etapa i) de los métodos
descritos aqui.

El primer y/o segundo oligonucleétidos del primer par de adaptadores pueden comprender cualquier caracteristica
descrita con respecto al primer par de oligonucledtidos discutidos en relacién con la etapa i} de los métodos descritos
aqui. En particular, el primer par de adaptadores puede incluir o no las secuencias descritas con respecto al primer
par de oligonucleétidos discutidos en relacién con la etapa i).

El primer adaptador incluye un oligonucleétido que se puede ligar a un extremo 3', y comprende una secuencia que
es capaz de unirse a un cebador inmovilizado mediante hibridacién. Esto significa que, cuando un primer par de
adaptadores ligado se desnaturaliza en hebras individuales, una hebra es complementaria a un cebador inmovilizado
en el sustrato. El adaptador incluye una longitud suficiente de secuencia complementaria para permitir la unién que no
se libera durante las etapas de lavado o polimerizacién. La longitud de la regién complementaria puede ser de 5, 10,
15, 20, 21, 24, o mas bases. Alternativamente, la regién complementaria puede incluir 5, 10, 15, 20, 21, 24, 0 més
bases complementarias.

La etapa ¢) puede comprender cualquier método de fragmentacion como se analiza aqui.

En la etapa d), las condiciones permiten la ligacién de los acidos nucleicos a un segundo adaptador. El segundo
adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' en un sitio de fragmentacioén, y puede
comprender un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' en un sitio de fragmentacién. Los métodos de ligacién
pueden ser cualquiera de los descritos aqui.

El segundo adaptador no es capaz de ligarse al primer adaptador. En una realizacién particular, esta prevencién se
debe a la inclusién de una caracteristica de proteccion de 3' en el primer adaptador. En realizaciones relevantes, esta
prevencién se debe a la inclusién de caracteristicas de proteccién de 5' y/o 3' en el primer par de adaptadores. En
particular, el primer oligonucleétido del primer adaptador (es decir, el oligonucleétido capaz de unirse a un extremo 3')
puede comprender una caracteristica de proteccion de 3', tal como un terminador de cadena 3' espaciador C3, para
evitar la ligacién del adaptador a esta hebra (véase la Figura 12).

El primer y/o segundo oligonucleétidos del segundo par de adaptadores pueden comprender una caracteristica de
protecciéon de 3' y/o 5'. Estas caracteristicas de proteccion pueden ser cualquiera de las descritas aqui, particularmente
cualquiera descrita con respecto al segundo par de oligonucleétidos discutidos en relacién con la etapa iii) de los
métodos descritos aqui.

En realizaciones en las que la etapa d) se lleva a cabo antes de la etapa b), el primer y/o segundo oligonucleétidos
del segundo par de adaptadores pueden comprender una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5', y al menos una
caracteristica de proteccién puede evitar la ligacion de los adaptadores de la etapa b) a los de la etapa d). Por ejemplo,
el oligonucleétido del segundo adaptador capaz de unirse a un extremo 3' puede comprender una caracteristica de
proteccién de 3', tal como un terminador de cadena 3' espaciador C3.

El primer y/o segundo oligonucleotidos del segundo par de adaptadores pueden comprender cualquier caracteristica
descrita con respecto al segundo par de oligonucledtidos discutidos en relaciéon con la etapa iii) de los métodos
descritos aqui. En particular, el segundo par de adaptadores puede incluir o no las secuencias descritas con respecto
al segundo par de oligonucleétidos discutidos en relacion con la etapa iii).

El segundo par de adaptadores puede introducirse mediante etiquetado. Como tal, la fragmentacioén y ligacién del
segundo adaptador puede ser la misma etapa. Por ejemplo, se pueden combinar las etapas ¢} y d).

El segundo adaptador incluye un oligonucleétido que se puede ligar a un extremo 5', y que comprende una secuencia
idéntica a al menos parte de un cebador inmovilizado en el sustrato. Por tanto, cuando este oligonucleétido actia
como molde durante la polimerizacioén, la nueva hebra incluira una secuencia que es capaz de hibridarse con dicho
cebador. Por tanto, la longitud de la regién relevante de la secuencia adaptadora y la regién relevante del cebador
deberian ser adecuadas para esta funcién. La longitud de la regién idéntica puede ser de 5, 10, 15, 20, 21, 24, o mas
bases. El otro oligonucleétido dentro del segundo adaptador no incluye una secuencia complementaria a esta
denominada regién idéntica. Como tal, el segundo adaptador no es capaz de unirse al sustrato mediante hibridacién.

Después de la etapa f), los métodos pueden comprender ademas poner en contacto cualquier acido nucleico hibridado
con una polimerasa en condiciones adecuadas para el alargamiento del cebador inmovilizado para sintetizar un acido
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nucleico que es una cadena de nucleétidos que son complementarios al acido nucleico hibridado. Después, el acido
nucleico recién formado se puede amplificar. En algunas realizaciones, el cebador para la amplificacion también esta
inmovilizado en el sustrato, y por ejemplo puede ser adecuado para la amplificacién del puente. Este proceso es
conocido en la técnica, y forma grupos clonales de acidos nucleicos. En otras realizaciones, el cebador para
amplificacién puede estar en disolucién, por ejemplo para algunas realizaciones en las que el sustrato es una perla.
Los acidos nucleicos amplificados pueden secuenciarse entonces de la manera habitual, por ejemplo mediante
secuenciacién por sintesis. Los adaptadores pueden comprender un sitio para la unién de un cebador de
secuenciacion para ayudar en este proceso. Los adaptadores también pueden comprender un indice como se describe
aqui.

Por tanto, en una realizacion, los métodos pueden comprender ademas:
g) obtener informacién de secuencia para cualquier acido nucleico que se hibridd con el sustrato en la etapa f).

Los métodos que incluyen la etapa g) pueden denominarse métodos para identificar las DSB de ADN en una muestra
de &cido nucleico.

Las caracteristicas descritas en relacién con la etapa vi) de los métodos descritos aqui también son aplicables al etapa
9)-

En cualquier realizacién de productos o métodos que comprenden un oligonucleétido que comprende
AATGATACGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34), o variantes del mismo, el oligonucleétido puede comprender
AATGATACGCGACCACCGAGATCTACAC (SEQ ID NO: 41), o variantes como se define para SEQ ID NO: 34. En
cualquier realizacién de productos 0 métodos que comprenden un oligonucleétido que comprende SEQ ID NO: 31 o
que comprende no mas de 5, 10, 15, o 20 bases de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31), el
oligonucleotido puede comprender SEQ ID NO: 38 o0 42, o puede comprender no mas de 5, 10, 15, 20, 25, 0 29 bases
de la secuencia GTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 42), o no mas de 5, 10, 15, 0 19 bases de
la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATTC (SEQ ID NO: 38).

La Figura 16 describe un flujo de trabajo en el que se identifica una caracteristica de interés, tal como una lesién en
una Unica hebra de ADN bicatenario. La caracteristica de interés puede ser cualquier caracteristica capaz de escindirse
especificamente. Por ejemplo, cualquier caracteristica que dé como resultado la escisién de una sola hebra de ADN
bicatenario en el sitio de la caracteristica de interés. La caracteristica de interés puede ser, por ejemplo, un dimero de
ciclobutano-pirimidina (CPD), 8-oxoguanina, un sitio abasico, y cualquier combinacion de los mismos. La hebra de
ADN que comprende la caracteristica de interés puede escindirse, y la muestra bicatenaria desnaturalizarse, para dar
como resultado un extremo 3' al que puede ligarse un adaptador.

Por lo tanto, descrito como referencia, se proporciona un método de preparacién de muestras para identificar una
caracteristica de interés en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos
nucleicos asociados con una caracteristica de interés para que sean adecuados para unirse a un sustrato que
comprende cebadores inmovilizados, comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos, exponer la pluralidad de acidos
nucleicos a condiciones capaces de escindir al menos una hebra de un acido nucleico en una caracteristica
de interés, y desnaturalizar la pluralidad de acidos nucleicos en acidos nucleicos monocatenarios;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién, en
el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de
un sitio de escision y que comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al
sustrato mediante hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por la fragmentacion, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que no
comprende una secuencia que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacién.
El oligonucledtido del segundo adaptador capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por fragmentacion puede comprender una secuencia idéntica a una regién de un segundo cebador.

Todas las caracteristicas descritas en relacion con los métodos de identificacion de las DSB de ADN también son
relevantes para los métodos para identificar una caracteristica de interés. En particular, las etapas b), ¢) y d) del método
de preparacién de muestras para identificar una caracteristica de interés en una muestra de acido nucleico pueden
ser las mismas que las etapas b), ¢) y d) como se describe para el método de preparacién de muestras para identificar
las DSB de ADN en una muestra de acido nucleico. Los adaptadores pueden ser los mismos que los descritos para
identificar las DSB, y los métodos pueden ser para preparar una biblioteca adecuada para hibridarse con cualquier
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sustrato descrito aqui. Para realizaciones que comprenden la ligacién de un adaptador de doble hebra a un acido
nucleico monocatenario, se puede incluir un oligo de alargamiento, como se describe aqui.

Las etapas se pueden realizar en el orden: ¢}, d), a), y después b). Este es el orden que se muestra en la Figura 16.
Por tanto, se proporciona como referencia un método de preparacién de muestras para identificar una caracteristica
de interés en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacion comprende modificar acidos nucleicos asociados
con una caracteristica de interés para que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende cebadores
inmovilizados, comprendiendo el método, en el orden:

c) fragmentar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la
ligacién, en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de
una hebra en una rotura inducida por la fragmentacion, y que no comprende una secuencia que es capaz de
unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacién, que comprende opcionalmente una
secuencia idéntica a una region del segundo cebador,

a) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a condiciones capaces de escindir al menos una hebra de un
acido nucleico en una caracteristica de interés, y desnaturalizar la pluralidad de &acidos nucleicos en acidos
nucleicos monocatenarios;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra
de un sitio de escision, pero no es capaz de ligarse al segundo adaptador, y que comprende una secuencia
que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacién.

Todas las etapas y caracteristicas posteriores descritas en relacién con los métodos de identificacion de las DSB de
ADN también son relevantes para los métodos para identificar una caracteristica de interés. En particular, el método
puede comprender desnaturalizar la muestra en acidos nucleicos monocatenarios, por ejemplo para desnaturalizar
cualesquiera adaptadores de doble hebra. El método puede comprender ademas poner en contacto la pluralidad de
acidos nucleicos con el sustrato que comprende cebadores inmovilizados, en condiciones adecuadas para la
hibridacién de los cebadores inmovilizados con acidos nucleicos complementarios. Ademas, el método puede
comprender ademas obtener informacion de secuencia para cualesquiera acidos nucleicos hibridados con el sustrato.

En otro ejemplo, se proporciona como referencia un método de preparacidon de muestras para identificar una
caracteristica de interés en una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos
nucleicos asociados con una caracteristica de interés para que sean adecuados para unirse a un sustrato que
comprende cebadores inmovilizados, comprendiendo el método:

a) exponer una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos a condiciones capaces de escindir
al menos una hebra de un acido nucleico en una caracteristica de interés, y desnaturalizar la pluralidad de
acidos nucleicos en acidos nucleicos monocatenarios;

B) exponer la muestra, en condiciones de ligacién, a un primer par de oligonucleétidos, el primero de los
cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridacién (RD1 SP) al que se puede unir un primer cebador de
secuenciacion y una secuencia de unién para separar dicha DSB de un conjunto de DSB; y un segundo
oligonucleétido que es complementario a dicho primer oligonucleétido del primer par; en el que uno 0 ambos
de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccién de 3'y/o 5';

y) fragmentar el acido nucleico de dicha muestra en fragmentos; y

B) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero
de los cuales comprende un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que se puede unir un segundo cebador de
secuenciacién; y un segundo oligonucledtido mas largo que es en parte complementario de dicho primer
oligonucleotido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para unirse a una segunda hebra
de dicho acido nucleico fragmentado, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una
secuencia adicional que es, opcionalmente, una secuencia de union para permitir la amplificacion del puente;
y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccion de 3' y/o
5.

El orden de las etapas puede ser etapa y), etapa d, etapa a), y después etapa B). Asi, en otro ejemplo de referencia,
se proporciona un método de preparaciéon de muestras para identificar una caracteristica de interés en una muestra
de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos nucleicos asociados con una caracteristica
de interés para que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende cebadores inmovilizados,
comprendiendo el método, en el orden:
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y) fragmentar una muestra de acido nucleico en fragmentos de &cido nucleico;

B) exponer dichos fragmentos, en condiciones de ligacién, a un segundo par de oligonucleétidos, el primero
de los cuales comprende un sitio de hibridacién (RD2 SP) al que se puede unir un segundo cebador de
secuenciacién; y un segundo oligonucledtido mas largo que es en parte complementario de dicho primer
oligonucleotido del segundo par y comprende una caracteristica de unién 3' para unirse a una segunda hebra
de dicho acido nucleico fragmentado, una secuencia complementaria a dicho sitio de hibridacién, y una
secuencia adicional que es, opcionalmente, una secuencia de union para permitir la amplificacion del puente;
y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccion de 3' y/o
5.

a) exponer la muestra a condiciones capaces de escindir al menos una hebra de un &cido nucleico en una
caracteristica de interés, y desnaturalizar la pluralidad de acidos nucleicos en acidos nucleicos
monocatenarios; y

B) exponer la muestra, en condiciones de ligacion, a un primer par de oligonucleétidos, el primero de los
cuales comprende una caracteristica de union 5' que permite la ligacion de dicho oligonucleétido a una
primera hebra de dicha DSB, un sitio de hibridacién (RD1 SP) al que se puede unir un primer cebador de
secuenciacién y una secuencia de union para separar dicha DSB de un conjunto de DSB; y un segundo
oligonuclettido que es complementario a dicho primer oligonucleétido del primer par; en el que uno o ambos
de dichos oligonucleétidos comprenden una caracteristica de proteccién de 3' y/o 5.

El método puede comprender ademas:
€) desnaturalizar los fragmentos para proporcionar acidos nucleicos monocatenarios.
El método puede comprender ademas:

C) separar las hebras de la parte €) en dos grupos: grupo A: aquellos fragmentos que tienen ligado en un primer extremo
el primer sitio de hibridacién y la secuencia de unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte B), y en otro
extremo, el segundo sitio de hibridacion y la secuencia adicional proporcionada por el oligonucleétido de la parte 8); y
grupo B: aquellos fragmentos que no tienen ligados en un primer extremo el sitio de hibridacién y la secuencia de
unién proporcionada por el oligonucleétido de la parte B), y en otro extremo, el segundo sitio de hibridacién y la
secuencia adicional proporcionada por el oligonucleétido de la parte &).

El método puede comprender ademas:
n) secuenciar las hebras del grupo A usando cebadores que se unen al primer y/o segundo sitio de hidridacién.

Los métodos pueden adaptarse para que sean particularmente adecuados para uso con sistemas basados en perlas.
Por ejemplo, la secuenciacion de lon Torrent. Un ejemplo de referencia particular se ejemplifica en las figuras 14 y 15.

Como tal, se proporciona como referencia un método de preparacién de muestras para identificar las DSB de ADN en
una muestra de acido nucleico, en el que la preparacién comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB para
que sean adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer cebador inmovilizado, comprendiendo el
método:

1) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

2) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacién, en
el que el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de
una DSB y que comprende una secuencia que es capaz de hibridarse a un segundo cebador;

3) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos;

4) exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra
en una rotura inducida por la fragmentacién, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que
comprende una secuencia idéntica a una regién del primer cebador inmovilizado; y

5) poner en contacto la pluralidad de acidos nucleicos con el segundo cebador en condiciones adecuadas para el
alargamiento del cebador.

La muestra que comprende una pluralidad de &cidos nucleicos puede ser cualquiera de las descritas aqui. En
particular, se puede sospechar que la muestra contiene las DSB, se puede tratar con agentes capaces de causar o
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que se sospecha que pueden causar las DSB, o puede comprender o sospecharse que comprende una caracteristica
de interés que se puede convertir en una DSB. La muestra puede incluir una caracteristica de interés capaz de
escindirse especificamente.

La muestra puede ser cualquier muestra de ADN capaz de comprender las DSB, por ejemplo ADNg.
En un ejemplo de referencia particular, la etapa 2) es:

exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer par de adaptadores en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 3' de una hebra de una DSB, y en
el que el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo oligonucleétidos que son al menos
parcialmente complementarios, y el primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 3' y comprende una secuencia
que es capaz de hibridarse con un segundo cebador; y

en el que la etapa 4) es:

exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un segundo par de adaptadores en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por fragmentacion pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del primer par de adaptadores, en el
que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos parcialmente complementarios, y el
primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 5' y comprende una secuencia idéntica a una regién del primer
cebador inmovilizado, y el segundo oligonucleétido no comprende una secuencia que es complementaria a dicha
secuencia idéntica a una regién del primer cebador inmovilizado.

En ejemplos particulares, el oligonucleétido del segundo par de adaptadores que se puede ligar a un extremo 5'
comprende 5, 10, 15, 20, o las 23 bases de la secuencia segun AACCCACTACCGCCTCCGCTTTCC (SEQ ID NO:
40). El otro oligonucledtido es de una secuencia que no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, 20 bases, 0
no comprende las 22 bases, de la secuencia GGAAAGCGGAGGGCGTAGTGGTT (SEQ ID NO: 36).

Los oligonucleétidos segun SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 40 pueden comprenderde 1a12,1a10,1a8,1a5,1a
3, 2 0 1 modificaciones, tales como sustituciones, deleciones, o inserciones. En un ejemplo, las modificaciones son
sustituciones.

El primer y/o segundo oligonucleétidos del primer par de adaptadores pueden comprender una caracteristica de
protecciéon de 3' y/o 5'. Estas caracteristicas de proteccion pueden ser cualquiera de las descritas aqui, particularmente
cualquiera descrita con respecto al primer par de oligonucleétidos discutidos en relacién con la etapa i} de los métodos
descritos aqui.

El primer y/o segundo oligonucleétidos del segundo par de adaptadores pueden comprender una caracteristica de
protecciéon de 3' y/o 5'. Estas caracteristicas de proteccion pueden ser cualquiera de las descritas aqui, particularmente
cualquiera descrita con respecto al segundo par de oligonucleétidos discutidos en relacién con la etapa iii) de los
métodos descritos aqui.

En ejemplos particulares, el segundo adaptador no puede ligarse al primer adaptador debido a la presencia de una
modificaciéon 3' del primer adaptador. Por ejemplo, un terminador de cadena 3' C3.

El oligonucleétido del segundo adaptador que se puede ligar a un extremo 5' comprende una secuencia idéntica a una
regién de un segundo cebador de modo que, cuando se genera una hebra complementaria, la hebra complementaria
comprende una region a la que el cebador puede unirse mediante hibridacién. Esta secuencia idéntica a una regién
de un segundo cebador puede ser idéntica a 5, 10, 15, 20, 21, 24, o mas bases de un cebador inmovilizado.

El método puede comprender ademas desnaturalizar la pluralidad de acidos nucleicos para formar una pluralidad de
acidos nucleicos monocatenarios. Las caracteristicas de este etapa pueden ser cualquiera de las descritas aqui en
relacién con las realizaciones de la invencion.

El método puede comprender ademas poner en contacto la pluralidad de acidos nucleicos con el sustrato que
comprende el primer cebador inmovilizado en condiciones adecuadas para la hibridacion del primer cebador
inmovilizado con acidos nucleicos complementarios. Por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos con adaptadores
ligados puede unirse entonces al sustrato, tal como por ejemplo una perla que comprende cebadores inmovilizados.
Los cebadores pueden inmovilizarse en la perla de manera que el extremo 5' sea proximal y el extremo 3' sea distal
al punto de inmovilizacién.

Se pueden usar técnicas habituales de manera que el sustrato, tal como la perla, presente multiples copias de un
acido nucleico con la misma secuencia.
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Los métodos pueden comprender ademdas obtener informacion de secuencia para cualesquiera acidos nucleicos
hibridados con el sustrato. Los adaptadores pueden comprender sitios para la unién de cebadores de secuenciacion,
para ayudar con este proceso. Los adaptadores pueden comprender secuencias de indice para ayudar con este
proceso.

Se proporciona como referencia un adaptador de doble hebra, adecuado para identificar roturas de doble hebra (DSB)
de ADN en una muestra de acido nucleico, tal como una muestra de ADNg, que comprende:

un primer oligonucleétido que comprende una secuencia segin AACCCACTACGCCCTCCGCTTTCC (SEQ
ID NO: 40); y

un segundo oligonucleétido de una secuencia que no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, 20
bases, o no comprende las 22 bases, de la secuencia GGAAAGCGGAGGGCGTAGTGGTT (SEQ ID NO: 36);
en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de
proteccién de 3' y/o 5'.

En las reivindicaciones que siguen y en la descripcién anterior de la invencién, excepto cuando el contexto requiera lo
contrario debido al lenguaje expreso o implicacién necesaria, la palabra "comprende", o variaciones tales como
"comprende" 0 "que comprende", se usa en un sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de las
caracteristicas indicadas pero no para excluir la presencia o adicién de caracteristicas adicionales en diversas
realizaciones de la invencion.

Las caracteristicas preferidas de cada aspecto de la invencion pueden ser las descritas en relacién con cualquiera de
los otros aspectos.

Cualquier caracteristica descrita en relacién con las declaraciones de invencién que presentan las etapas i), ii}, iii),
etc., puede combinarse con caracteristicas descritas en relacion con las declaraciones de invencion que presentan las
etapas a), b), ¢), etc. Cualesquiera caracteristicas descritas en relacién con las declaraciones de invencién que
presentan las etapas a), b), ¢}, etc. pueden combinarse con caracteristicas descritas en relacién con las declaraciones
de invencién que presentan las etapas i), ii), iii}, etc.

Otras caracteristicas de la presente invencién resultaran evidentes a partir de los siguientes ejemplos. La presente
invencién se describira ahora a modo de ejemplo Unicamente, con referencia particular a las siguientes figuras, en las
que:

EJEMPLOS
METODOS
Cultivo y tratamiento celular

Se cultivaron células HEK293, HEK293T y U20S DIvA en DMEM (Life Technologies) suplementado con 10% de FBS
(Life Technologies) a 37 °C y 5 % de COs.. Las células HEK293 se nucleofectaron con 224 pmol de Ribonucleoproteina
(RNP) por 3,5 x 10° células usando una unidad Lonza 4D-Nucleofector X con cddigo de pulso CM-130. Las células se
recolectaron a 0, 7, 12, 24 y 30 h después de la nucleofeccién para el procesamiento INDUCE-seq. Para estimular la
induccién de las DSB dependiente de AsiSlI, las células DIVA se trataron con 4OHT 300 nM (Sigma, H7904) durante 4
h.

Proteina Cas9 y sgRNA

El ARN guia dirigido contra EMX1 (GAGTCCGAGCAGAAGAAGAA; SEQ ID NO: 29) se sintetizd como un
oligonucleotido de sgRNA no modificado de longitud completa (Synthego). La proteina Cas9 se produjo en nuestras
instalaciones (AstraZeneca), y contenia una etiqueta 6xHN N-terminal.

Método INDUCE-seq

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos previamente revestidas con poli-D-lisina (Greiner bio-one, 655940)
a una densidad de ~1 x 10%pocillo, y se reticularon en paraformaldehido (PFA) al 4 % (Pierce, 28908) durante 10 min
a temperatura ambiente (ta). Las células se lavaron en 1x PBS para eliminar el formaldehido, y se almacenaron a 4
°C durante hasta 30 dias. El método INDUCE-seq se inici6 permeabilizando células. Entre las etapas de incubacion,
las células se lavaron en 1x PBS a ta. Las células se permeabilizaron mediante incubacién en amortiguador de lisis 1
(Tris-HCI 10 mM, pH 8, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0,2 %, pH 8 a 4 °C) durante una hora a ta, seguido
de incubacién en amortiguador de lisis 2 (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, SDS al 0,3 %, pH 8 a 25 2C)
durante una hora a 37 °C. Las células permeabilizadas se lavaron tres veces en amortiguador CutSmart® 1x (NEB,
B72048S), y los extremos romos se repararon usando el kit NEB Quick Blunting Kit (E1201L) + 100 pg/ml de BSA en
un volumen final de 50 pl a ta durante una hora. Las células se lavaron entonces tres veces en amortiguador CutSmart®
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1x, y se colocaron colas A para afiadir un Gnico dATP al extremo 3' del ADN bicatenario usando el médulo NEBNext®
dA-Tailing Module (NEB, E6053L) en un volumen final de 50 pl a 37 °C durante 30 minutos. Las células con colas A se
lavaron tres veces en amortiguador CutSmart® 1x, y después se incubaron en amortiguador de ADN ligasa T4 1x
(NEB, B0202S) durante 5 minutos a ta. Los extremos con colas A se marcaron mediante ligacién usando la ADN ligasa
T4 (NEB, M0202M) + 0,4 uM de adaptador P5 en un volumen final de 50 ul a 16 °C durante 16-20 h. Después de la
ligacion, el exceso de adaptador P5 se elimind lavando las células 10 veces en amortiguador de lavado a ta (Tris-HCI
10 mM, NaCl 2 M, EDTA 2 mM, Triton X-100 al 0,5 %, pH 8 a 25 °C), incubando durante 2 minutos en cada etapa de
lavado. Las células se lavaron una vez en PBS, y después una vez en H20 libre de nucleasa (IDT, 05-11-01-04). El
ADN gendmico se extrajo incubando células en amortiguador de extraccion de ADN (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM,
EDTA 50 mM, SDS al 1,0 %, pH 8 a 25 °C) + Proteinasa K 1 mg/ml (Invitrogen, AM2584) en un volumen final de 100
ul durante 5 minutos a ta. Los lisados celulares se transfirieron a tubos Eppendorf RNA/DNA LoBind de 1,5 ml (Fisher
Scientific, 13-698-792), y se incubaron a 65 2C durante 1 hora, agitando a 800 rpm. El ADN se purificé usando Genomic
DNA Clean & Concentrator™-10 (Zymo Research, D4010), y se eluy6 usando 100 pl de amortiguador de elucion. El
rendimiento de ADN se evalu6 usando 1 pl de muestra y el kit Qubit DNA HS (Invitrogen, Q32854) antes de continuar
con la preparacion de la biblioteca. El ADN gendémico se fragmenté hasta 300-500 pb usando un sonicador Bioruptor,
y el tamafio se seleccioné usando perlas SPRI (GC Biotech, CNGS-0005) para eliminar fragmentos <150 pb. El ADN
fragmentado y de tamario seleccionado se repar6 en sus extremos usando el médulo de ADN NEBNext® Ultra™ I
(NEB, E7546L). EI ADN fragmentado y reparado en los extremos se afiadié directamente a la reaccién de ligacion
usando el médulo de ligacion NEBNext® Ultra™ Il (NEB, E7595L) segun las instrucciones del fabricante, usando 7,5
UM de adaptador P7 semifuncional modificado y omitiendo la adicion de enzima USER. Las bibliotecas de
secuenciacion ligadas se purificaron usando perlas SPRI. Las bibliotecas se purificaron dos veces mas usando perlas
SPRI, y el tamafio se selecciond para eliminar fragmentos <200 pb, para eliminar el ADN adaptador residual. Las
bibliotecas limpias finales se cuantificaron mediante qPCR usando el kit de cuantificacion de bibliotecas KAPA para
plataformas lllumina® (Roche, 07960255001). Las muestras se combinaron y concentraron hasta el volumen deseado
para secuenciacién usando un SpeedVac. La secuenciacion se realizé en un lllumina NextSeq 550 usando una celda
de flujo de alta capacidad de 1x75 pb.

Adaptadores INDUCE-seq

Todos los oligonucledtidos adaptadores INDUCE-seq modificados se adquirieron de IDT. Los oligonucleétidos
monocatenarios se hibridaron a una concentracién final de 10 uM en amortiguador diplex sin nucleasas (IDT, 11-01-
03-01) calentando a 95 °C durante 5 minutos y enfriando lentamente hasta 25 °C usando un termociclador. En la figura
2 se proporciona una descripcion general de |a estructura de los oligonucletétidos adaptadores.

Induccion de DSB in situ con Hindlll

Los experimentos piloto INDUCE-seq se llevaron a cabo induciendo las DSB in situ en células HEK293T usando la
enzima de restriccion HindllI-HF® (NEB, R3104S). Este proceso fue el mismo que el descrito para el método INDUCE-
seq completo, con la adicion de induccién de DSB antes del achatamiento final. Después de la permeabilizacién celular,
las DSB se indujeron usando 50 U de HindllI-HF® en amortiguador CutSmart® 1x en un volumen final de 50 pl. Las
digestiones se llevaron a cabo a 37°C durante 18 horas.

Esquema de analisis de datos INDUCE-seq

Se obtuvieron archivos FASTQ demultiplexados, y se pasaron a través de Trim Galore! (Krueger 2015) para eliminar
la secuencia del adaptador en el extremo 3' de las lecturas usando las configuraciones predeterminadas. La calidad
de los datos de secuenciacién se evalué mediante FastQC (Andrews 2010). Después de leer el alineamiento con el
genoma humano de referencia (GRCh37/hg19) usando BWA-mem (Liy Durbin 2009), los alineamientos cartografiados
con una puntuacién de alineacioén baja (MAPQ<30) se eliminaron usando SAMtools (Li et al. 2009}, y las lecturas poco
recortadas se filtraron usando un script AWK personalizado para garantizar una asignacién de DSB precisa. Los
archivos BAM resultantes se convirtieron en archivos BED usando la funcion bam2bed de bedtools (Quinlan y Hall
2010), después de lo cual la lista de coordenadas leidas se filtré usando regiones de mala capacidad de cartografiado,
extremos de cromosomas, y contiguos del genoma de referencia incompletos, para eliminar estas caracteristicas de
los datos. Las posiciones de las DSB se asignaron como el primer nucleétido 5' en direccién 5' de la lectura con
respecto a la orientacién de la hebra, y se generaron como un archivo BED 'breakends'. Se tuvo cuidado de eliminar
duplicados opticos conservando al mismo tiempo los eventos de DSB recurrentes reales. Al mantener cada ID de
lectura, se usé la informacién posicional de las celdas de flujo X e Y para filtrar duplicados 6pticos mediante un script
AWK personalizado. El resultado final fue un archivo BED que contenia una lista de posiciones de rotura de nucleétidos
individuales cuantificadas.

Andlisis de las DSB inducidas por Hindlll en células HEK293T
Las posiciones de los sitios diana de Hindll dentro de hg19 se predijeron primero in silico usando la herramienta SeqgKit

locate (Shen et al. 2016), lo que permitié una falta de emparejamiento maxima de 2 pb de la secuencia diana de Hindll
AAGCTT. El nimero de roturas que se solapan con estos sitios previstos se calculdé usando bedtools intersect. Para
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comparar con el experimento DSBCapture EcoRV (Lensing et al. 2016}, se us6 el mismo umbral de cobertura de =5
roturas por sitio para definir cada sitio de rotura inducida por Hindll.

Deteccion y analisis de las DSB inducidas por AsiSl en células DIVA

Las posiciones de los sitios diana de AsiSI se calcularon de la misma manera que para Hindlll, sin embargo, sin permitir
faltas de emparejamiento y usando la secuencia GCGATCGC. Como las células DIVA son femeninas, se eliminaron
los sitios presentes en el cromosoma Y, dejando 1211 sitios para chr1-X. Para calcular rigurosamente las roturas
genuinas inducidas por AsiSI, el sitio AsiSI de 8 pb se redujo a intervalos gendémicos de 1 pb en las posiciones de
rotura previstas. Esto redujo cada intervalo genémico de 8 pb a dos intervalos de 1 pb; en la posicién 6 en la hebra
positiva y en la posicién 3 en la hebra negativa. Después, se calcularon solapamientos directos entre las posiciones
de rotura de 1 pb y los sitios de rotura por AsiSI pronosticados, usando bedtools intersect. Se requirié una orientacién
de hebras coincidentes para que cada solapamiento se considerara un sitio de rotura genuino inducido por AsiSI.

Esquema de analisis de eventos fuera de la diana de CRISPR

Primero se predijeron dos conjuntos de posibles sitios fuera de la diana para EMX1 en hg19 usando la version de linea
de comando de Cas-OFFinder (Bae et al. 2014), lo que permitié hasta 6 faltas de emparejamiento en el espaciador y
PAM canénico combinados para el primer conjunto, y hasta 7 faltas de emparejamiento para el segundo. A
continuacién, ambos conjuntos de secuencias predichas se filtraron en funcién del numero de faltas de
emparejamiento en la regién de la semilla, definida como los 12 nucleétidos proximales al PAM. Cada conjunto se filtrd
hasta 2, 3, 4 y 5 faltas de emparejamiento en la semilla, generando un conjunto de 8 archivos con diferentes
parametros de filtrado de faltas de emparejamiento. Para definir las DSB inducidas por CRISPR, cada sitio previsto de
23 pb se redujo primero a un intervalo de 2 pb que flanquea la posicion de rotura CRISPR esperada, 3 pb en direccion
5 del PAM. Entonces se calcularon los solapamientos entre estas regiones de rotura esperadas de 2 pb y las
posiciones de rotura de 1 pb de INDUCE-seq usando bedtools intersect(Quinlan y Hall 2010}, arrojando un conjunto
de DSB identificadas en los sitios de rotura CRISPR esperados. Finalmente, las DSB que se superponen con los sitios
CRISPR se filtraron segun el nimero de faltas de emparejamiento del sitio y el nimero de roturas detectadas en el
sitio. Los sitios que poseian faltas de emparejamiento >n debian tener mas de 1 solapamiento de DSB para ser
retenidos como un sitio genuino fuera de la diana. Cada conjunto de solapamientos de roturas se filtré usando un valor
de faltas de emparejamiento de >2, >3, >4 y >5, lo que resulté en un total de 32 condiciones de filtro y conjuntos de
datos fuera de la diana para cada muestra de INDUCE-seq.

Calculo de solapamientos entre los métodos de deteccion de sitios fuera de la diana de CRISPR

Los sitios fuera de la diana de EMX1 se compararon con métodos alternativos CIRCLE-seq, Digenome-seq, GUIDE-
seq, BLISS, y HTGTS. Se generaron archivos de intervalo del genoma para cada método de deteccién de sitios fuera
de la diana respectivo. Los solapamientos de los sitios fuera de la diana de EMX1 detectados por cada método se
calcularon usando bedtools intersect (Quinlan y Hall 2010).

Validacion de Amplicon-seq del resultado mutacional

Las bibliotecas de ADN de secuenciacioén de amplicones se prepararon usando un panel personalizado de cebadores
dependientes de RNasa-H (IDT) rhAmpSeq que flanquean los sitios fuera de la diana identificados por INDUCE-seq
para EMX1. La PCR mdltiple se llev6 a cabo segln las instrucciones del fabricante usando rhAmpSeq HotStart Master
Mix 1, la mezcla de cebadores personalizada, y 10 ng de ADN gendémico. Los productos de la PCR se purificaron
usando perlas SPRI, y las secuencias de indice P5 y P7 de secuenciacién de lllumina se incorporaron a través de una
segunda PCR muiltiple usando rhAmpSeq HotStart Master Mix 2. Las bibliotecas de secuenciacion resultantes se
reunieron y se secuenciaron usando una celda de flujo lllumina NextSeq 550 Mid Output con quimica de 2x 150 pb.
Los resultados de la edicién en los sitios dentro y fuera de la diana se determinaron usando el software CRISPResso
(Pinello et al. 2016) v2.0.32, con los siguientes parametros: CRISPRessoPooled -q30 -ignore_substitutions --
max_paired end reads overlap 151. Las frecuencias de indel se compararon usando CRISPRessoCompare.

Resultados

La medida de la rotura mediante INDUCE-seq se logra mediante una preparacion de biblioteca sin PCR en dos etapas
(Fig. 1 y 5). La primera etapa consiste en marcar las DSB preparadas en los extremos in situ mediante la ligacion de
un adaptador P5 modificado quimicamente de longitud completa a los extremos de las DSB. En la etapa dos, el ADNg
extraido, fragmentado y preparado en los extremos se liga usando un segundo adaptador P7 semifuncional modificado
quimicamente. Los fragmentos de ADN marcados con DSB resultantes que comprenden los adaptadores P5 y P7
semifuncionales pueden interactuar con la celda de flujo de lllumina, y posteriormente pueden secuenciarse mediante
secuenciacion de lectura Unica. Los fragmentos de ADN que no poseen el adaptador P5 permanecen no funcionales
debido a que carecen de la secuencia necesaria para hibridarse con la celda de flujo. Esta metodologia permite el
enriguecimiento de secuencias de DSB funcionalmente marcadas y la eliminacién de todos los demas fragmentos de
ADN gendémico, que de otro modo contribuirian al ruido del sistema. Evitar la amplificacién de las roturas produce un
resultado de secuenciacién en el que una Unica lectura de secuenciacién es equivalente a un nico extremo de DSB
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marcado (comparense las Fig. 5a y 5b, véase la Fig. 8a). Esta innovacion permite la medida directa, y por tanto la
cuantificacién, de las DSB mediante secuenciacion, lo que representa un avance importante en la medida precisa de
las DSB en el genoma.

Después del marcaje de las roturas in situ, los métodos de deteccién de DSB disponibles actualmente, BLISS,
DSBCapture y END-seq, emplean un protocolo de enriquecimiento para separar los fragmentos de ADN marcados
con DSB del ADN gendémico restante. A esto le sigue una preparacién de biblioteca basada en PCR y una
secuenciacion (Fig. 5b). Este enfoque basado en amplificacién da como resultado un resultado de secuenciacion en
el que una sola lectura no es equivalente a una sola rotura, en el que se requiere un protocolo de correccién de errores
de PCR, tal como identificadores moleculares unicos (UMI), para intentar la cuantificacion de DSB (Fig. 5b y Fig. 6b
J(Yan et al.2017). Es importante destacar que la nueva combinacién de adaptador y preparacion de biblioteca INDUCE-
seq es compatible con cualquier protocolo de marcaje de DSB in situ publicado.

Para demostrar las caracteristicas de la metodologia INDUCE-seq, primero examinamos cémo INDUCE-seq mide las
DSB en todo el genoma después de la induccién de las DSB definidas en células fijadas y permeabilizadas usando
una endonucleasa de restriccién Hindll de alta fidelidad. Este enfoque se ha usado anteriormente para comparar los
métodos BLISS, END-seq y DSBCapture. Como se muestra en la Fig. 3a, INDUCE-seq detecta simultaneamente
cientos de millones de DSB inducidas por Hindll altamente recurrentes, ademas de cientos de miles de DSB endbgenas
de nivel inferior dentro de la misma muestra, sin necesidad de ningun tipo de correccién de errores. Esto permite por
primera vez la cuantificacién y caracterizacién precisas de las DSB enddgenas en el genoma. La Fig. 7 muestra un
ejemplo de deteccién de DSB enddgenas usando INDUCE-seq en células HEK293. En conjunto, estas observaciones
muestran el rango dinamico notablemente amplio y la sensibilidad que se pueden lograr con INDUCE-seq. La Fig. 3.b
muestra que INDUCE-seq detecta el patrén de escision de Hindll esperado, en el que dos bloques simétricos
semisolapantes de lecturas de secuenciacion directa e inversa se asignan a los sitios de escision de Hindll conocidos
en la hebra directa e inversa. Esto confirma que INDUCE-seq se puede usar para medir con precision las estructuras
finales de las DSB con una resolucién de un solo nucleétido. Medimos un aumento drastico en las roturas por célula
después del tratamiento de las células con Hindll, desde menos de 10 roturas enddgenas por célula no tratada hasta
méas de 3.000 roturas inducidas por célula tratada. Esto demuestra que INDUCE-seq es capaz de medir
cuantitativamente las roturas por celda en tres érdenes de magnitud (Fig. 3c). En comparacién con un experimento
equivalente que usa el método DSBCapture para detectar roturas inducidas por EcoRV, encontramos que una mayor
proporcion de las lecturas INDUCE-seq totales y alineadas se asignaron a sitios de restriccion. Significativamente, el
96,7 % de las lecturas alineadas se asignaron a sitios de restriccion, lo que representa una mejora del 25 % en la
fidelidad de la deteccién de roturas con respecto a DSBCapture (Fig. 3d). Es importante destacar que INDUCE-seq
usé 800 veces menos células que el experimento DSBCapture, e identificd una proporcién similar de sitios de
restriccion Hindll (92,7 %) a la identificada por DSBCapture para EcoRV (93,7 %) (Fig. 3e). Ademas de los sitios Hindll
diana que comprenden la secuencia AAGCTT, identificamos una cantidad sustancial de las DSB en una variedad de
secuencias Hindll fuera de la diana, que difieren en una o dos bases que no coinciden (Fig. 3f). El nimero total de las
DSB inducidas por Hindll medidas por INDUCE-seq oscilé de -150.000.000 en los sitios diana hasta s6lo cinco DSB
en el sitio fuera de la diana con la clasificacion mas baja. Por lo tanto, INDUCE-seq detecta cuantitativamente roturas
en ocho 6rdenes de magnitud, lo que demuestra un rango dinamico de deteccion de roturas enormemente mejorado
con respecto a otros métodos. También se observd una mayor sensibilidad cuando se llevaron a cabo experimentos
similares que miden las DSB inducidas en sitios AsiSI en células DiVA vivas. A pesar de secuenciar 40 veces menos
lecturas que un experimento de DSBcapture correspondiente y 23 veces menos lecturas que BLISS, INDUCE-seq
detectd la presencia de roturas en 230 sitios AsiSI. Esto representa un aumento con respecto a los 214 sitios
detectados por BLISS y los 121 sitios detectados por DSBCapture. Esto demuestra que INDUCE-seq es
significativamente mas sensible, eficiente, y por lo tanto rentable, que cualquier método de deteccién de rotura actual

(Fig. 39).

Una vez establecidas las caracteristicas de la deteccion de roturas mediante INDUCE-seq, a continuacion las
aplicamos a la deteccion de las DSB dentro y fuera de la diana inducidas por CRISPR/Cas9 en el genoma. Este
analisis es de importancia central en el perfil de seguridad para el desarrollo de terapias basadas en CRISPR. Después
de la nucleofeccién mediante RNP de células HEK293 con el sgRNA de EMX1 ampliamente caracterizado, se
determinaron sitios fuera de la diana a las 0, 7, 12, 24 y 30 horas después de la nucleofeccién, segun lo definido por
un proceso de analisis de datos personalizado (Fig. 4a, Fig. 8, y figura 9). La Fig. 3a también muestra el nimero de
roturas detectadas en el sitio diana y en cada uno de los 60 sitios fuera de la diana para EMX1, con faltas de
emparejamiento que varian de 2 pb a 6 pb en comparacion con el sitio diana.

Este experimento revela un perfil de la cinética de induccién de roturas mediante la guia EMX1, ofreciendo informacién
sobre el mecanismo del proceso de edicion de CRISPR/Cas9. Como se muestra en la Figura 4b, la mayor parte de la
actividad dentro y fuera de la diana se observé inmediatamente después de la nucleofeccion y durante las primeras
etapas del transcurso del tiempo. Estos resultados demuestran la rapidez de la edicién por este sgRNA. En
comparacién con las tecnologias existentes, encontramos que INDUCE-seq supera significativamente los métodos
alternativos basados en células GUIDE-seq, BLISS y HTGTS, ademas de capturar varios sitios que anteriormente sélo
se identificaban usando metodologias de descubrimiento in vitro fuera de la diana CIRCLE-seq y Digenoma-seq. Es
importante destacar que INDUCE-seq también detecta nuevos sitios de rotura fuera de la diana que no se habian
detectado previamente mediante ningun otro método (Fig. 4c y Fig. 10).
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Finalmente, usando ADN de las mismas muestras, medimos el resultado de la edicidn en estos sitios de rotura dentro
y fuera de la diana identificados por INDUCE-seq, mediante secuenciacién de amplicones. La secuenciaciéon de
amplicones sélo puede detectar indels por encima de una tasa de descubrimiento falso de fondo del 0,1 %. Por lo
tanto, se detecté evidencia de edicién en el sitio diana, y sélo en cuatro de los 60 sitios fuera de la diana que se
identificaron a lo largo del tiempo (Fig. 4d). Esta observacién concuerda con un estudio previo idéntico, que identificé
cinco sitios fuera de la diana con frecuencias de indel > 0,1 % 48 horas después de la nucleofeccion de células HEK293
con RNP de EMX1 (Fig. 4d, columna del extremo derecho, 48 h). Estos datos demuestran que INDUCE-seq puede
detectar y cuantificar las DSB fuera de la diana inducidas por CRISPR con una sensibilidad mucho mayor que la
posible para la deteccion de indels usando secuenciacion de amplicones. Esta observacion resalta la necesidad de
métodos mas sensibles para la deteccién de resultados de edicién, con el fin de evaluar la seguridad de la edicién del
genoma. Curiosamente, un examen minucioso del patrén de rotura y el perfil de indel posterior tanto en el sitio diana
como en los dos sitios fuera de la diana revela un patréon de escisiéon especifico de sgRNA que se refleja y se
correlaciona con el resultado de la edicién (Fig. 11). Esto plantea la posibilidad de usar el patrén de DSB observado
en los sitios de rotura inducidos por CRISPR para predecir el resultado final de la edicién tanto en los sitios dentro
como fuera de la diana.

Discusion

Hemos desarrollado una nueva metodologia sin PCR para preparar bibliotecas de ADN para la secuenciacién de
préxima generacién de las DSB en el genoma. Esto permite por primera vez medir directamente los extremos rotos
en las células. Nuestro enfoque supera el problema de las malas relaciones sefial-ruido para las DSB asociadas con
la amplificacién por PCR que normalmente se emplea en las preparaciones de bibliotecas NGS estandar. El novedoso
disefio del adaptador INDUCE-seq esencialmente permite usar la celda de flujo de secuenciacion para enriquecer las
secuencias de DSB marcadas, evitando la necesidad de su amplificacién. En cambio, la mejora en la relacién sefial-
ruido se logra filtrando los extremos ruidosos generados durante la preparacién de la muestra que no estan asociados
con las DSB fisiologicas genuinas que se encuentran en las células. Demostramos las caracteristicas de INDUCE-seq
para medir las DSB genémicas en una variedad de aplicaciones diferentes. Revelamos su capacidad para detectar de
forma sensible y cuantitativa roturas inducidas por enzimas de restriccion endégenas de bajo nivel y de alto nivel
simultaneamente. Esto no habia sido posible anteriormente sin la necesidad de métodos de correccién de errores
complejos y costosos que tienen sus propias limitaciones e inconvenientes. Comparamos nuestros resultados con los
métodos de deteccién de roturas disponibles actualmente para demostrar cémo los mejora, no sélo en términos de
precision y sensibilidad, sino también en términos de simplicidad, escalabilidad, facilidad de uso y rentabilidad. Todas
estas son caracteristicas esenciales de un ensayo que se puede usar para evaluar el perfil de seguridad de guias
sintéticas para la edicién del genoma CRISPR. Demostramos céomo se comporta INDUCE-seq en comparacion con
varios de los métodos de deteccién de DSB actuales para la deteccién de edicién dentro y fuera de la diana mediante
el sgRNA de EMX1. Revelamos que ademas de detectar muchos de los sitios fuera de la diana medidos
acumulativamente por otros cinco métodos, INDUCE-seq también identifica un nUimero significativo de sitios
novedosos fuera de la diana que los métodos actuales no pueden detectar. Sugerimos que INDUCE-seq podria ser
un método muy importante para la elaboracién de perfiles de seguridad y el disefio de ARN guia sintético para el
desarrollo futuro de la edicién del genoma como modalidad terapéutica. Tales caracteristicas incluyen mutaciones en
todo el genoma, roturas y espacios en una sola hebra, asi como otros tipos de dafio en el ADN que pueden convertirse
en roturas. El desarrollo de INDUCE-seq, y sus ensayos derivados, podria tener implicaciones importantes en una
variedad de aplicaciones biomédicas diferentes.

Tabla 1.

?Par de §Secuencia (5'-3) Identificad
.cebadore ; or :
's : .

‘Primer  :P- SEQ ID

‘parde GATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATTC iNO: 1
.cebadore /3SpC3/

(sa daptad . A*ATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATC'T {SEQ ID
§or P5) : ‘NO:Z
‘Segundo i P-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC/3SpC3/ SEQ ID
‘parde NO: 3
.cebadore .\ ) 5 CAGAAGACGGCATACGAGAT[INDICE]GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT SEQ ID

i .CCGATC*T NO: 4
HALAPTAA L. e, .
‘orP7)  C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT SEQ ID

; \CCGATC'T NO: 5
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‘Parde :Secuencia (5'-3') Identificad
‘cebadore : or :
] !

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT {SEQ ID
.CCGATC'T NO:6

| C"AAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
. CCGATC*T NO: 7

éC*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT SEQ ID
:CCGATC'T NO: 8

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
{CCGATC'T NO: 9

| C"AAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
\CCGATC'T NO: 10

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
.CCGATC'T NO: 11

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
.CCGATC'T NO: 12

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT |SEQ ID
.CCGATC'T INO: 13

§C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT SEQ ID
{CCGATC'T NO: 14

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT {SEQ ID
.CCGATC*T NO: 15

| C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTT {SEQ ID
{CCGATC*T NO: 16

{C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGTTGACTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC {SEQID
:TTCCGATC'T NO: 17

éC*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGGAACTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC SEQ ID
{TTCCGATC*T NO: 18

{C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTGACATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC {SEQID
:TTCCGATC'T NO: 19

{C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGGACGGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT {SEQID
§CTTCCGATC*T NO: 20

§C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTGCGGACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT SEQ ID
{CTTCCGATC'T NO: 21

.C"AAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTTTCACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC (SEQ ID
- TTCCGATC'T INO: 22

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGGCCACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC {SEQ ID
- TTCCGATC*T NO: 23

{C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCGAAACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC {SEQ ID
{TTCCGATC*T NO: 24

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACGTACGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC |SEQ ID
TTCCGATC*T NO: 25

§C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATATCCACTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC SEQ ID
{TTCCGATC*T NO: 26

| C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATATATCAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCT {SEQ ID
- TCCGATC'T NO: 27

. C*AAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAAGGAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTC |SEQ ID
- TTCCGATC*T NO: 28
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§Par de §Secuencia (5'-3% §Identificad
‘cebadore : or
s : ;

*Enlace de fosforotioato Resistencia a la actividad de exonucleasa

%/SSpCS/ Espaciador C3 de fosforamidita (bloque covalente) Resistencia a la actividad de exonucleasa, ligasa y
ipolimerasa 5'>3'

P 5' Grupo fosfato Facilita la ligacion 5'

§I'NDICE Secuencia de indice de secuenciacién de lllumina Habilita la desmultiplexacion de bibliotecas de
isecuenciacién agrupadas

§*T 3' trifosfato de desoxitimidina 'Cola T' con enlace de fosforotioato Proporciona sustrato para la ligacion a
ifragmentos de ADN con ‘cola A'

e
P50P7) f

%Enlaces de fosforotioato éResiste la actividad de exonucleasa 5'>3'y 3'>5'.
i(extremos 5'y 3' del oligo)

{Enlaces de fosforotioato (alo iResiste la actividad de endonucleasa.
{largo de oligo) i

iFosforamidita espaciadora C3 éResiste la actividad de exonucleasa, ligasa, transferasa terminal, polimerasa 5'>3".
@ ;
‘Grupo 3' fosfato {Inhibe la degradacion por algunas 3'-exonucleasas, puede usarse para bloquear el |
; ;alargamiento por ADN polimerasas, y resiste la ligacion. :

52'-O-Metil (2'OMe) §Los oligonucleétidos de ADN que incluyen esta modificacion suelen ser 5a 10
iveces menos susceptibles a las ADNasas que el ADN no modificado.

§dT invertida (3') §La dT invertida en el extremo 3' de un oligonucleétido conduce a un enlace 3'-3'
; ique inhibira la degradacién por las 3' exonucleasas y el alargamiento por ADN

ipolimerasas.

'ddT 5' invertida §La ddT 5' invertida en el extremo 5' de un oligonucleétido resiste la ligacion, y
ipuede proporcionar resistencia a algunas formas de exonucleasa.

§Bases de &cido nucleico :Aumenta la temperatura de fusién del oligo, y previene la hibridacion espuria,
\bloqueadas taumenta la especificidad de union.

iDidesoxicitidina (ddCy) (3") ‘Terminador de cadena 3' que evita el alargamiento de 3' por polimerasas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacién de muestras para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN en una muestra de
acido nucleico, en el que la preparacion comprende modificar acidos nucleicos asociados a DSB para que sean:

(i) adecuados para unirse a un sustrato que comprende un primer cebador inmovilizado, y

(i) adecuados para amplificacion, en el que la amplificacion comprende el uso de dicho primer cebador inmovilizado
y un segundo cebador; comprendiendo el método:

a) proporcionar una muestra que comprende una pluralidad de acidos nucleicos;

b) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un primer adaptador en condiciones propicias para la ligacion, en el que
el primer adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 3' de una hebra de una DSB y que
comprende una secuencia que es capaz de unirse al primer cebador inmovilizado mediante hibridacion;

c) fragmentar la pluralidad de acidos nucleicos; y

d) exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un segundo adaptador en condiciones propicias para la ligacién, en el
que el segundo adaptador comprende un oligonucleétido capaz de ligarse a un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por la fragmentacion, pero no es capaz de ligarse al primer adaptador, y que no comprende una secuencia
que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacion, y que comprende una secuencia
idéntica a una regién del segundo cebador.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el segundo cebador esta inmovilizado al sustrato.

3. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que

la etapa b) es:

exponer la pluralidad de acidos nucleicos a un primer par de adaptadores en condiciones propicias para la ligacion,
en el que el primer par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 3' de una hebra de una DSB, y en
el que el primer par de adaptadores comprende un primer y un segundo oligonucledtidos que son al menos
parcialmente complementarios, y el primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 3'y comprende una secuencia
que es capaz de unirse a un cebador inmovilizado al sustrato mediante hibridacion; y

en el que la etapa d) es:

exponer la pluralidad de &cidos nucleicos a un segundo par de adaptadores en condiciones propicias para la ligacién,
en el que el segundo par de adaptadores es capaz de ligarse a al menos un extremo 5' de una hebra en una rotura
inducida por fragmentacion pero no es capaz de ligarse al primer oligonucleétido del primer par de adaptadores, en el
que el segundo adaptador comprende un primer y un segundo oligonucleétidos parcialmente complementarios, y el
primer oligonucleétido se puede ligar a un extremo 5'y comprende una secuencia idéntica a una regioén de un segundo
cebador, y el segundo oligonucleétido no comprende una secuencia que es complementaria a dicha secuencia idéntica
a una regién del segundo cebador.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el segundo par de adaptadores comprende:
un primer oligonucleétido que comprende una secuencia segun according to CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
(SEQ ID NO: 32}, y un segundo oligonucleétido que comprende una secuencia que no comprende una secuencia de
mas de 5, 10, 15, 0 20 bases, o que no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
(SEQ ID NO: 30); o

un primer oligonucleétido que comprende una secuencia segun AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34}, y un
segundo oligonucleétido que comprende una secuencia que no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 0 15
bases, o que no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31).

5. El método de la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, en el que el primer y/o el segundo oligonucleétido del primer
par de adaptadores comprende una caracteristica de proteccion de 3' y/o 5'; y/o en el que el primer y/o el segundo
oligonucleétido del segundo par de adaptadores comprende una caracteristica de proteccion de 3' y/o 5
opcionalmente en el que

el segundo adaptador no puede ligarse al primer adaptador debido a la presencia de una modificaciéon 3' del primer
adaptador.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el oligonucleétido del segundo adaptador que
se puede ligar a un extremo 5' comprende una secuencia idéntica a 5, 10, 15, 20, 21, 24, o mas bases de un cebador
inmovilizado.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas poner en contacto la pluralidad
de acidos nucleicos con el sustrato que comprende cebadores inmovilizados, en condiciones adecuadas para la
hibridacién de los cebadores inmovilizados con acidos nucleicos complementarios.

8. El método de la reivindicacién 7, que comprende ademas obtener informacién de secuencia para cualesquiera
acidos nucleicos hibridados con el sustrato.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha muestra que comprende una pluralidad
de acidos nucleicos es ADNg.
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10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que:

las etapas se llevan a cabo en el orden a), b), ¢), y después d); o

las etapas se llevan a cabo en el orden a), ¢), d), y después b); en el que la muestra esta expuesta a condiciones
capaces de causar 0 que se sospecha que pueden causar una DSB entre las etapas d) y b); opcionalmente en el que
la muestra se expone a condiciones capaces de provocar una DSB en una caracteristica de interés en la muestra de
acido nucleico.

11. Un kit para la preparacion de muestras para identificar las DSB en una muestra de ADNg, en el que el kit comprende
pares de oligonucleétidos que estan configurados para ser adecuados para actuar como el primer y segundo adaptador
cuando se llevan a cabo los métodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo el kit

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite la
ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segin
TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo oligonucledtido que es complementario a dicho primer
oligonucleétido del primer par; y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una
caracteristica de proteccién de 3'y/o 5" y

iiy un segundo par de oligonucleétidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de méas de 5, 10, 15, 0
20 bases, o no comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un
segundo oligonucledtido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido
a wuna hebra de un Acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT (SEQ ID NO: 32); y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos
comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3'y/o 5", o

i} un primer par de oligonucleétidos, el primero de los cuales comprende una caracteristica de unién 5' que permite la
ligacion de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un segundo oligonucleétido que es complementario a dicho
primer oligonucledtido del primer par, y en el que uno o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden,
respectivamente, una caracteristica de proteccién de 3'y/o 5", y

iiy un segundo par de oligonucleotidos, el primero de los cuales no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 0 15
bases, 0 no comprende las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo
oligonucleétido que comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una
hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segiin AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID
NO: 34); y en el que uno o ambos de dichos oligonucledtidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de
proteccién de 3' y/o 5'.

12. El kit segun la reivindicacién 11, en el que:

(a) el primer oligonucleétido del primer par y/o del segundo par de oligonucleétidos comprende un sitio de hibridacién
al que se puede unir un primer cebador de secuenciacion; y/o

(b} dichos primer y segundo oligonucleétidos de la parte i} y/o parte ii} también comprenden una caracteristica de
indice que es una secuencia particular de nucledtidos que permite determinar el origen de las muestras reunidas.

13. El kit segun la reivindicacién 12, en el que dicho kit comprende ademas:
al menos un cebador que se une al primer y/o segundo sitio de hibridacion con fines de secuenciacion; y/o
agentes de fragmentacion.

14. Un adaptador de doble hebra para identificar roturas de doble hebra (DSB) de ADN en una muestra de é&cido
nucleico, en el que el adaptador de doble hebra estd configurado para ser adecuado para actuar como el segundo
adaptador cuando se llevan a cabo los métodos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo el
adaptador de doble hebra:

(a) una primera hebra de oligonucleétidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, 15, o 20 bases, 0 no
comprende las 24 bases, de la secuencia ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG (SEQ ID NO: 30); y un segundo
oligonucleotido que comprende una caracteristica de union 3' que permite la ligaciéon de dicho oligonucleétido a una
hebra de un acido nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segin CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
(SEQ ID NO: 32); y en el que uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una
caracteristica de proteccion de 3'y/o 5", o

(b} una primera hebra de oligonucledtidos no comprende una secuencia de mas de 5, 10, o 15 bases, o no comprende
las 20 bases, de la secuencia TCGGTGGTCGCCGTATCATT (SEQ ID NO: 31); y un segundo oligonucleétido que
comprende una caracteristica de unién 3' que permite la ligacién de dicho oligonucleétido a una hebra de un acido
nucleico bicatenario, y comprende una secuencia segun AATGATACGGCGACCACCGA (SEQ ID NO: 34); y en el que
uno o ambos de dichos oligonucleétidos comprenden, respectivamente, una caracteristica de proteccion de 3' y/o 5.
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