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DESCRIPCIÓN

Métodos para determinar una secuencia nucleotídica

Referencia a solicitudes relacionadas5

Listado de secuencias

Apoyo gubernamental
10

La presente invención se realizó con financiación del gobierno con la subvención n. 5R21CA161590 otorgada por los 
"National Institutes of Health". El gobierno de los Estados Unidos posee determinados derechos sobre la invención.

Campo técnico
15

La tecnología descrita en el presente documento se refiere a métodos para determinar secuencias oligonucleotídicas.

Antecedentes

El enriquecimiento dirigido antes de la secuenciación de última generación es más rentable que la secuenciación del 20
genoma completo, el exoma completo y el transcriptoma completo y, por lo tanto, más práctico para la implementación 
general; tanto para la investigación científica como las aplicaciones clínicas. Por ejemplo, la elevada profundidad de 
cobertura proporcionada por los planteamientos de enriquecimiento dirigido posibilita un mayor rango dinámico para 
el recuento de alelo (en la evaluación de la expresión génica y el número de copias) y la detección de mutaciones de 
baja frecuencia, un rasgo crucial para la evaluación de las mutaciones somáticas en cáncer. Ejemplos de protocolos 25
de enriquecimiento actuales para la secuenciación de última generación incluyen ensayos de captura basados en 
hibridación (TruSeq Capture, Illumina; captura híbrida SureSelect, Agilent) y análisis basado en la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) (HaloPlex, Agilent; AmpliSeq, Ion Torrent; TruSeq Amplicon, Illumina; PCR en emulsión/digital, 
Raindance). Los planteamientos basados en hibridación no capturan solo las secuencias dirigidas cubiertas por las 
sondas de captura sino también las bases cercanas inespecíficas (off-target) que consumen la capacidad de 30
secuenciación. Adicionalmente, estos métodos requieren mucho tiempo, son laboriosos y experimentan un nivel 
relativamente bajo de especificidad. Un planteamiento basado en amplificación por PCR es más sencillo y rápido pero 
por el diseño convencional requiere el uso de tanto cebadores directos como inversos que flanqueen los loci diana. 
En particular, para la detección de reordenamientos genómicos con parejas de fusión desconocidas, la PCR no es 
aplicable.35

Sumario

La tecnología descrita en el presente documento se dirige a métodos para determinar secuencias oligonucleotídicas. 
En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se refieren a enriquecer secuencias diana 40
antes de la secuenciación de las secuencias.

En un aspecto, la tecnología descrita en el presente documento se refiere a un método para determinar la secuencia 
nucleotídica contigua a una secuencia nucleotídica diana conocida, comprendiendo el método; (a) ligar un ácido 
nucleico diana que comprende la secuencia nucleotídica diana conocida a un adaptador de cola de oligonucleótido 45
universal; (b) amplificar una porción del ácido nucleico diana y la hebra de amplificación del adaptador de cola de 
oligonucleótido universal con un primer cebador adaptador y un primer cebador específico de diana; (c) amplificar una 
porción del amplicón resultante de la etapa (b) con un segundo cebador adaptador y un segundo cebador específico 
de diana; (d) secuenciar la porción amplificada de la etapa (c) utilizando un primer y un segundo cebador de 
secuenciación; en donde el adaptador de cola de oligonucleótido universal comprende un primer extremo dúplex que 50
se puede ligar y un segundo extremo deshibridado; en donde el adaptador de cola de oligonucleótido universal 
comprende una hebra de bloqueo y una hebra de amplificación; en donde la hebra de bloqueo comprende una porción 
dúplex 5'; en donde la hebra de amplificación comprende una porción 5' deshibridada, una porción dúplex 3' y un 
saliente T 3'; en donde la hebra de amplificación comprende secuencias de ácido nucleico idénticas a un primer y un 
segundo cebador de secuenciación; en donde las porciones dúplex de la hebra de bloqueo y la hebra de amplificación 55
son sustancialmente complementarias y forman el primer extremo dúplex que se puede ligar que comprende un 
saliente T 3'; en donde la porción dúplex es de suficiente longitud para permanecer en forma dúplex a la temperatura 
de ligamiento; en donde el primer cebador específico de diana comprende una secuencia de ácido nucleico que puede 
hibridarse de forma específica con la secuencia nucleotídica diana conocida del ácido nucleico diana a la temperatura 
de hibridación; en donde el segundo cebador específico de diana comprende una porción 3' que comprende una 60
secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse de forma específica con una porción de la secuencia nucleotídica 
diana conocida comprendida por el amplicón resultante de la etapa (b), y una porción 5' que comprende una secuencia 
de ácido nucleico que es idéntica a un segundo cebador de secuenciación y el segundo cebador específico de diana 
es anidado con respecto al primer cebador específico de diana; en donde el primer cebador adaptador comprende una 
secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción 5' del primer cebador de secuenciación; y en donde el segundo 65
cebador adaptador comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción del primer cebador de 
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secuencia y es anidado con respecto al primer cebador adaptador.

En algunas realizaciones, la hebra de bloqueo del adaptador de cola de oligonucleótido universal además puede 
comprender una porción deshibridada 3' que no es sustancialmente complementaria a la porción deshibridada 5' de 
la hebra de amplificación; y en donde la porción deshibridada 3' de la hebra de bloqueo no es sustancialmente 5
complementaria a o sustancialmente idéntica a cualquiera de los cebadores. En algunas realizaciones, el segundo 
cebador adaptador puede ser anidado con respecto al primer cebador adaptador por al menos 3 nucleótidos. En 
algunas realizaciones, la porción de la hebra de amplificación que comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica 
a un primer y un segundo cebador de secuenciación puede estar comprendida, al menos en parte, por la porción 
deshibridada 5' de la hebra de amplificación.10

En algunas realizaciones, el primer cebador específico de diana además puede comprender una porción de la 
secuencia de la etiqueta 5' que comprende una secuencia de ácido nucleico de elevado contenido de GC que no es 
sustancialmente complementaria o sustancialmente idéntica a otra porción cualquiera de algunos de los cebadores. 
En algunas realizaciones, el primer cebador específico de diana además puede comprender una porción de la 15
secuencia de la etiqueta 5' que comprende una secuencia de ácido nucleico de elevado contenido de GC que no se 
hibridará de forma específica con ninguna otra porción de ninguno de los cebadores o sus complementos a la 
temperatura de hibridación. En algunas realizaciones, el segundo cebador adaptador puede ser idéntico al primer 
cebador de secuenciación completo. En algunas realizaciones, las porciones de los cebadores específicos a diana 
que se hibridan de forma específica con la diana conocida pueden hibridarse de forma específica a una temperatura 20
de aproximadamente 65 °C en un tampón de PCR.

En algunas realizaciones, el método puede incluir además; antes de la etapa (a), las etapas de: romper mecánicamente 
el ácido nucleico; someter el ácido nucleico a reparación del extremo; someter el ácido nucleico a fosforilación, y 
someter el ácido nucleico a adenilación. En algunas realizaciones, la muestra puede comprender ADN genómico. En 25
algunas realizaciones, la muestra puede comprender ARN y el método puede comprender además una primera etapa 
para someter la muestra a un régimen de transcriptasa inversa. En algunas realizaciones, el régimen de transcriptasa 
inversa puede comprender la utilización de hexámeros aleatorios.

En algunas realizaciones, la secuencia diana conocida puede estar comprendida por un reordenamiento de genes. En 30
algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede estar presente en un ácido nucleico seleccionado del grupo 
que consiste en: ADN genómico; ARN; y ADNc. En algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede 
comprender un oncogén. En algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede comprender un oncogén de 
fusión.

35
En algunas realizaciones, el producto de ácido nucleico puede secuenciarse mediante un método de secuenciación 
de última generación. En algunas realizaciones, el método de secuenciación de última generación puede comprender 
un método seleccionado del grupo que consiste en: Ion Torrent, Illumina, SOLiD, 454; secuenciación de firma 
masivamente paralela fase sólida, secuenciación de terminador con colorante reversible; y secuenciación de 
nanoesferas de ADN. En algunas realizaciones, los primeros y segundos cebadores de secuenciación son compatibles 40
con el método de secuenciación de última generación seleccionado.

En algunas realizaciones, el método puede comprender poner en contacto la muestra, o separar porciones de la 
muestra, con una pluralidad de conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana. En algunas 
realizaciones, el método puede comprender poner en contacto una única mezcla de reacción que comprende la 45
muestra con una pluralidad de conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana. En algunas 
realizaciones, la pluralidad de conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de 
forma específica con secuencias nucleotídicas diana conocidas comprendidas por distintos genes. En algunas 
realizaciones, al menos dos conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de 
forma específica con diferentes porciones de una secuencia nucleotídica diana conocida. En algunas realizaciones, al 50
menos dos conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de forma específica 
con diferentes porciones de un único gen que comprende una secuencia nucleotídica diana conocida. En algunas 
realizaciones, al menos dos conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de 
forma específica a diferentes exones de un gen que comprende una secuencia nucleotídica diana conocida. En 
algunas realizaciones, la pluralidad de primeros cebadores específicos a diana puede comprender idénticas porciones 55
de la secuencia de la etiqueta 5'. En algunas realizaciones, el adaptador de cola de oligonucleótido universal además 
puede comprender una porción de código de barras. En algunas realizaciones, múltiples muestras pueden conectarse 
cada una con un adaptador de cola de oligonucleótido universal con una porción de código de barras única y en donde 
las muestras se agrupan después de la etapa (a).

60
En algunas realizaciones, cada etapa de amplificación puede comprender un conjunto de ciclos de un régimen de 
amplificación por PCR de 5 ciclos a 20 ciclos de largo. En algunas realizaciones, los cebadores específicos a diana y 
los cebadores adaptador pueden diseñarse de modo que se hibridarán de forma específica con sus secuencias 
complementarias a una temperatura de hibridación de aproximadamente 61 a 72 °C. En algunas realizaciones, los 
cebadores específicos a diana y los cebadores adaptador pueden diseñarse de modo que se hibridarán de forma 65
específica con sus secuencias complementarias a una temperatura de hibridación de aproximadamente 65 °C.
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En algunas realizaciones, la muestra puede comprender una muestra biológica obtenida de un sujeto. En algunas 
realizaciones, la muestra puede obtenerse de un sujeto que necesita tratamiento para una enfermedad asociada a 
una alteración genética. En algunas realizaciones, la enfermedad puede ser cáncer. En algunas realizaciones, la 
muestra puede comprender una población de células tumorales. En algunas realizaciones, la muestra puede 5
comprender una biopsia tumoral. En algunas realizaciones, el cáncer puede ser cáncer de pulmón.

En algunas realizaciones, la secuencia diana conocida puede estar comprendida por un gen asociado a la enfermedad. 
En algunas realizaciones, la secuencia diana conocida puede estar comprendida por un producto de reordenamiento 
de genes en la muestra. En algunas realizaciones, el producto de reordenamiento de genes puede ser un oncogén.10

En algunas realizaciones, una secuencia diana conocida puede comprender una secuencia de un gen seleccionado 
del grupo de: ALK; ROS1; y RET. En algunas realizaciones, al menos un conjunto de un primer cebador específico de
diana y un segundo cebador específico de diana pueden seleccionarse del grupo que consiste en; SEQ ID NO: 5 y 6; 
SEQ ID NO: 7 y 8; SEQ ID NO: 9 y 10; SEQ ID NO: 11 y 12; SEQ ID NO: 13 y 14; SEQ ID NO: 15 y 16; SEQ ID NO: 15
17 y 18; SEQ ID NO: 19 y 20; SEQ ID NO: 21 y 22; SEQ ID NO: 23 y 24; SEQ ID NO: 25 y 26; SEQ ID NO: 27 y 28; 
SEQ ID NO: 29 y 30; SEQ ID NO: 31 y 32; SEQ ID NO: 33 y 34; SEQ ID NO: 35 y 36; y las SEQ ID NO: 37 y 38.

En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de ALK en una muestra obtenida de un tumor en 
un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 20
consiste en: un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; ASP3026; AP-
26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684.

En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de ROS1 en una muestra obtenida de un tumor 
en un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 25
consiste en: un inhibidor de ROS; un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-
504; ASP3026; AP-26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684.

En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de RET en una muestra obtenida de un tumor en 
un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 30
consiste en: un inhibidor de RET; DP-2490; DP-3636; SU5416; BAY 43-9006; BAY 73-4506 (regorafenib); ZD6474; 
NVP-AST487; sorafenib; RPI-1; XL184; vandetanib; sunitinib; imatinib; pazopanib; axitinib; motesanib; gefitinib; y 
withaferin A.

En un aspecto, la tecnología descrita en el presente documento se refiere a un método para tratar un cáncer, 35
comprendiendo el método; detectar, en una muestra de tumor obtenida de un sujeto que necesita tratamiento para el 
cáncer, la presencia de uno o más reordenamientos de oncogenes de acuerdo con el método descrito en el presente 
documento; administrar un tratamiento para el cáncer que es efectivo contra los tumores que tienen cualquiera de los 
reordenamientos de oncogenes detectados. En algunas realizaciones, un tratamiento seleccionado del grupo que 
consiste en: un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; ASP3026; AP-40
26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684; puede ser efectivo contra tumores que tienen un 
reordenamiento de oncogén ALK. En algunas realizaciones, un tratamiento seleccionado del grupo que consiste en: 
un inhibidor de ROS1; un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; 
ASP3026; AP-26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684; puede ser efectivo contra tumores que 
tienen un reordenamiento de oncogén ROS1. En algunas realizaciones, un tratamiento seleccionado del grupo que 45
consiste en: un inhibidor de RET; DP-2490; DP-3636; SU5416; BAY 43-9006; BAY 73-4506 (regorafenib); ZD6474; 
NVP-AST487; sorafenib; RPI-1; XL184; vandetanib; sunitinib; imatinib; pazopanib; axitinib; motesanib; gefitinib; y 
withaferin A; puede ser efectivo contra tumores que tienen un reordenamiento de oncogén RET.

En un aspecto, la tecnología descrita en el presente documento se refiere a un método para determinar si un sujeto 50
que necesita tratamiento para el cáncer será sensible a un tratamiento dado, comprendiendo el método; detectar, en 
una muestra de tumor obtenida del sujeto, la presencia de un reordenamiento de oncogenes de acuerdo con el método 
descrito en el presente documento; en donde se determina que un sujeto es sensible a un tratamiento que se dirige a 
un producto de reordenamiento de oncogenes si se detecta la presencia del reordenamiento del oncogén.

55
En algunas realizaciones, cuando se detecta la presencia de un reordenamiento de oncogén ALK, el sujeto puede ser 
sensible a un tratamiento seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); 
AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; ASP3026; AP-26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684. 
En algunas realizaciones, cuando se detecta la presencia de un reordenamiento de oncogén ROS1, el sujeto puede 
ser sensible a un tratamiento seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); 60
AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; ASP3026; AP-26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; y NVP-TAE684.

En algunas realizaciones, cuando se detecta la presencia de un reordenamiento de oncogén RET, el sujeto será 
sensible a un tratamiento seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor de RET; DP-2490; DP-3636; SU5416; 
BAY 43-9006; BAY 73-4506 (regorafenib); ZD6474; NVP-AST487; sorafenib; RPI-1; XL184; vandetanib; sunitinib; 65
imatinib; pazopanib; axitinib; motesanib; gefitinib; y withaferin A.
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En algunas realizaciones, el cáncer puede ser cáncer de pulmón.

Breve descripción de los dibujos
5

La Figura 1 representa una ilustración esquemática de un ejemplo de construcción de genoteca para la 
secuenciación dirigida de ADN y ARN. 1) Se aplica un procedimiento estándar de síntesis de ADN bicatenario 
utilizando ácido nucleico total del espécimen FFPE como material de partida. Alternativamente, el material de 
partida también puede ser ADNg roto. 2) Después limpiar, el ADNc o ADNg bicatenario se somete a reparación 
del extremo y adición de cola dA (dA tailing), directamente tras el ligamiento de un adaptador Y medio truncado sin 10
limpieza intermedia. 3) Después de la limpieza por SPRI, la muestra ligada se somete a 14 ciclos de amplificación 
por PCR utilizando múltiples cebadores específicos a gen (GSP1) y cebador directo de longitud corta de Ion Torrent 
A 5' 20-mero (A20), con temperatura de hibridación de 65 °C. 4). Después de una segunda limpieza por SPRI, la 
muestra se somete a 14 ciclos adicionales de amplificación por PCR utilizando múltiples cebadores específicos a 
gen anidados (en dirección 3' de GSP1 y en la misma dirección) marcados con cebador inverso de Ion Torrent 15
(P1_GSP2s) y cebador directo A (30-mero completo), con temperatura de hibridación de 65 °C. 5) Después de una 
tercera limpieza por SPRI, el producto es la genoteca de Ion Torrent lista para la posterior PCR de emulsión y 
secuenciación. El agrupamiento de muestras puede llevarse a cabo después de la Etapa 2.
La Figura 2 representa los resultados del mapeo, que demuestran los diferentes productos de extensión del 
cebador (manchas) en una carrera de secuenciación de las secuencias de ROS1, incluyendo las lecturas que 20
corresponden a ADN genómico (que abarca los límites de intrón-exón), ADNc (que abarca los exones) y ADNc de 
fusión (en el exón 34, mapeo sobre la pareja de fusión SLC34A2 no mostrado en la presente). Se consiguió 91,8 % 
de especificidad (127.446/138.787).
La Figura 3A representa una presentación esquemática de la estrategia de modificación dirigida con cebador 
anidado utilizando ROS1 como ejemplo. El panel objetivo de ensayo incluye un total de 17 pares de GSP1 y GSP2 25
para ROS1, ALK y RET. La Figura 3B representa una representación de los posibles tipos de productos de 
extensión utilizando moldes de ADNg y ADNc.
La Figura 4A representa la visualización del mapeo de las lecturas utilizando el Integrative Genomics Viewer. La 
Figura 4B representa la secuencia de dos secuencias de fusión sometidas a corte y empalme alternativas. La 
Figura 4C representa una tabla sumario que informa de los transcritos en los genes implicados comentada con 30
detalles de exón, marco y cobertura de lectura de fusión.
La Figura 5 representa los resultados de un ejemplo de carrera de secuenciación.
Las Figura 6 y 7 representan ejemplos de los resultados de las carreras de secuenciación para las secuencias de 
ALK y RET, respectivamente.
La Figura 8 representa una presentación esquemática del planteamiento de secuenciación dirigida descrita en el 35
presente documento.
La Figura 9 representa esquemas de adaptadores de cola de oligonucleótidos universales ilustrativos.

Descripción detallada
40

Las realizaciones de la tecnología descrita en el presente documento se refieren a métodos para determinar (es decir, 
secuenciar) secuencias oligonucleotídicas. En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento 
se refieren a métodos para enriquecimiento de secuencias diana antes de una etapa de secuenciación. En algunas 
realizaciones, la secuencia de un extremo de la secuencia diana que hay que enriquecer no es conocido antes de la 
etapa de secuenciación.45

Por comodidad, a continuación, se proporciona el significado de algunos términos y expresiones utilizados en la 
memoria descriptiva, los ejemplos y las reivindicaciones adjuntas. A menos que se indique lo contrario, o esté implícito 
en el contexto, los siguientes términos y expresiones incluyen los significados proporcionados a continuación. Las 
definiciones se proporcionan para ayudar en la descripción de realizaciones particulares, y no pretenden limitar la 50
invención reivindicada, debido a que el alcance de la invención está limitado únicamente por las reivindicaciones. A 
menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento tienen 
el mismo significado que el entendido comúnmente por un experto en la materia a la cual pertenece la presente 
invención. Si hay una aparente discrepancia entre la utilización de un término en la técnica y su definición 
proporcionada en el presente documento, prevalecerá la definición proporcionada en la memoria descriptiva.55

Por comodidad, determinados términos empleados en el presente documento, en la memoria descriptiva, los ejemplos 
y las reivindicaciones adjuntas se recogen aquí.

Las expresiones "aumentar", "reducido", "reducción" o "inhibir" todas se utilizan en el presente documento, en general, 60
para significar una disminución en una cantidad estadísticamente significativa. Sin embargo, para disipar cualquier 
duda, "reducido", "reducción", "disminuir" o "inhibir" significa una disminución de al menos un 10 % en comparación 
con un nivel de referencia, por ejemplo, una disminución de al menos aproximadamente un 20 %, o al menos 
aproximadamente un 30 %, o al menos aproximadamente un 40 %, o al menos aproximadamente un 50 %, o al menos 
aproximadamente un 60 %, o al menos aproximadamente un 70 %, o al menos aproximadamente un 80 %, o al menos 65
aproximadamente un 90 % o hasta e incluido una disminución de un 100 % (por ejemplo, nivel ausente o nivel no 
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detectable en comparación con un nivel de referencia), o cualquier disminución entre 10-100 % en comparación con 
un nivel de referencia. En el contexto de un marcador o síntoma significa una disminución estadísticamente significativa 
en tal nivel. La disminución puede ser de, por ejemplo, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al 
menos un 40 % o más, y preferentemente se baja a un nivel aceptado como dentro del intervalo de normal para un 
individuo sin tal trastorno.5

Las expresiones "aumentado", "aumentar", "potenciar" o "activar" todas se utilizan en el presente documento, en 
general, para significar un aumento en una cantidad estadísticamente significativa; para disipar cualquier duda, las 
expresiones "aumentado", "aumentar", "potenciar" o "activar" significan un aumento de al menos un 10 % en 
comparación con un nivel de referencia, por ejemplo, un aumento de al menos aproximadamente un 20 %, o al menos 10
aproximadamente un 30 %, o al menos aproximadamente un 40 %, o al menos aproximadamente un 50 %, o al menos 
aproximadamente un 60 %, o al menos aproximadamente un 70 %, o al menos aproximadamente un 80 %, o al menos 
aproximadamente un 90 % o hasta e incluido un aumento de un 100 % o cualquier aumento entre 10-100 % en 
comparación con un nivel de referencia, o al menos un aumento de aproximadamente 2 veces, o al menos 
aproximadamente 3 veces, o al menos aproximadamente 4 veces, o al menos aproximadamente 5 veces o al menos 15
aproximadamente 10 veces, o cualquier aumento entre 2 veces y 10 veces o superior en comparación con un nivel de 
referencia.

Como se utiliza en el presente documento, un "sujeto" significa un ser humano o un animal. Por lo general, el animal 
es un vertebrado, tal como un primate, roedor, animal doméstico o animal de caza. Los primates incluyen chimpancés, 20
monos cynomolgous, monos araña y macacos, por ejemplo, Rhesus. Los roedores incluyen ratones, ratas, marmotas, 
hurones, conejos y hámsteres. Los animales domésticos y de caza incluyen vacas, caballos, cerdos, ciervos, bisontes, 
búfalos, especies felinas, por ejemplo, gato doméstico, especies caninas, por ejemplo, perro, zorro, lobo, especies 
avícolas, por ejemplo, pollo, emú, avestruz, y peces, por ejemplo, trucha, bagre y salmón. En algunas realizaciones, 
el sujeto es un mamífero, por ejemplo, un primate, por ejemplo, un ser humano. Los términos, "individuo", "paciente" 25
y "sujeto" se utilizan en el presente documento de manera intercambiable.

Preferentemente, el sujeto es un mamífero. El mamífero puede ser un ser humano, primate no humano, ratón, rata, 
perro, gato, caballo o vaca, pero no se limita a estos ejemplos. Los mamíferos distintos de los seres humanos se 
utilizan de manera ventajosa como sujetos que representan modelos animales de, por ejemplo, cáncer de pulmón. Un 30
sujeto puede ser macho o hembra.

Un sujeto puede ser uno al que previamente se le ha diagnosticado o se ha identificado como que padece o que tiene 
una afección que necesita tratamiento (por ejemplo, cáncer) o una o más complicaciones relacionadas con tal afección, 
y opcionalmente, ya se ha sometido a tratamiento para la afección o la complicación o complicaciones relacionadas 35
con la afección. Alternativamente, un sujeto también puede ser uno al que previamente no se le ha diagnosticado que 
tenga la afección (por ejemplo, cáncer) o una o más complicaciones relacionadas con tal afección. Por ejemplo, un 
sujeto puede ser uno que presenta uno o más factores de riesgo para la afección o una o más complicaciones 
relacionadas con la afección o un sujeto que no presenta factores de riesgo.

40
Un "sujeto que necesita" tratamiento para una afección particular puede ser un sujeto que tiene esa afección, ha sido 
diagnosticado como que tiene esa afección, o está en riesgo de desarrollar esa afección.

Como se utiliza en el presente documento, una "enfermedad asociada a una alteración genética" se refiere a cualquier 
enfermedad que está causada por, al menos en parte, una alteración en el material genético del sujeto en comparación 45
con un sujeto sano tipo silvestre, por ejemplo, una deleción, una inserción, un SNP, un reordenamiento de genes. Una 
enfermedad puede estar causada por, al menos en parte, una alteración en el material genético del sujeto si la 
alteración aumenta el riesgo del sujeto de desarrollar la enfermedad, aumenta la susceptibilidad del sujeto a una 
enfermedad (incluidas enfermedades infecciosas o enfermedades con un componente infeccioso), causa la producción 
de una molécula asociada a enfermedad, o causa que las células lleguen a estar enfermas o ser anormales (por 50
ejemplo, pérdida de la regulación del ciclo celular en células cancerosas). Las enfermedades pueden estar asociadas 
a múltiples alteraciones genéticas, por ejemplo, cánceres.

Como se utiliza en el presente documento, la expresión "ácido nucleico" o "secuencia de ácido nucleico" se refiere a 
cualquier molécula, preferentemente, una molécula polimérica, que incorpora unidades de ácido ribonucleico, ácido 55
desoxirribonucleico o un análogo de los mismos. El ácido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario. Un ácido 
nucleico monocatenario puede ser un ácido nucleico de una hebra de un ADN bicatenario desnaturalizado. 
Alternativamente, puede ser un ácido nucleico monocatenario no derivado de ningún ADN bicatenario. En un aspecto, 
el ácido nucleico molde es ADN. En otro aspecto, el molde es ARN. Las moléculas de ácido nucleico adecuadas son 
ADN, incluido ADN genómico o ADNc. Otras moléculas de ácido nucleico adecuadas son ARN, incluido ARNm.60

La expresión "aislado" o "parcialmente purificado" como se utiliza en el presente documento se refiere, en el caso de 
un ácido nucleico, a un ácido nucleico separado de al menos otro componente (por ejemplo, ácido nucleico o 
polipéptido) que está presente con el ácido nucleico como se encuentra en su fuente natural y/o que estaría presente 
con el ácido nucleico cuando es expresado por la célula. Un ácido nucleico químicamente sintetizado o uno sintetizado 65
utilizando transcripción/traducción in vitro se considera "aislado".
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El término "gen" significa una secuencia de ácido nucleico que se transcribe (ADN) a ARN in vitro o in vivo cuando se 
operativamente liga a secuencias reguladoras apropiadas. El gen pueden incluir regiones reguladoras que preceden 
y siguen la región codificadora, por ejemplo, secuencias no traducidas 5' (5' UTR) o "líder" y secuencias 3' UTR o 
"remolque", así como secuencias intermedias (intrones) entre los segmentos codificadores individuales (exones).5

Como se utiliza en el presente documento, el término "complementario" se refiere a la jerarquía de las preferencias de 
formación de pares de bases unidos por hidrógeno entre las bases nucleotídicas G, A, T, C y U, de modo que cuando 
dos polinucleótidos o secuencias de polinucleótidos dados se hibridan entre sí, A se empareja con T y G se empareja 
con C en el ADN, y G se empareja con C y A se empareja con U en el ARN. Como se utiliza en el presente documento, 10
"sustancialmente complementaria" se refiere a una molécula de ácido nucleico o porción de la misma (por ejemplo, un 
cebador) que tiene al menos un 90 % de complementariedad a lo largo de la longitud completa de la molécula o porción 
de la misma con una segunda secuencia nucleotídica, por ejemplo, 90 % complementaria, 95 % complementaria, 98 % 
complementaria, 99 % complementaria o 100 % complementaria. Como se utiliza en el presente documento, 
"sustancialmente idéntica" se refiere a una molécula de ácido nucleico o porción de la misma que tiene al menos un 15
90 % de identidad a lo largo de la longitud completa de la molécula o porción de la misma con una segunda secuencia 
nucleotídica, por ejemplo, 90 % de identidad, 95 % de identidad, 98 % de identidad, 99 % de identidad o 100 % de 
identidad.

Como se utiliza en el presente documento, "específico" cuando se utiliza en el contexto de un cebador específico de20
un ácido nucleico diana se refiere un nivel de complementariedad entre el cebador y la diana de modo que existe una 
temperatura de hibridación en la que el cebador se hibridará y mediará la amplificación del ácido nucleico diana y no 
se hibridará o mediará la amplificación de secuencias que no son diana presentes en una muestra.

Como se utiliza en el presente documento, "producto amplificado", "producto de amplificación" o "amplicón" se refiere 25
a oligonucleótidos resultantes de una reacción de PCR que son copias de una porción de una hebra molde particular 
de ácido nucleico diana y/o su secuencia complementaria, que corresponde en secuencia nucleotídica a la secuencia 
oligonucleotídica molde y/o su secuencia complementaria. Un producto de amplificación además puede comprender 
secuencia especifica a los cebadores y que flanquea la secuencia que es una porción del ácido nucleico diana y/o su 
complemento. Un "producto amplificado", como se describe en el presente documento en general será ADN 30
bicatenario, aunque la referencia puede hacerse a sus hebras individuales.

Como se utiliza en el presente documento, una "porción" de una molécula de ácido nucleico se refiere al conjunto 
contiguo de los nucleótidos comprendidos por esa molécula. Una porción puede comprender todos o solo un 
subconjunto de los nucleótidos comprendidos por la molécula. Una porción puede ser bicatenaria o monocatenaria.35

Como se utiliza en el presente documento, las expresiones "tratar", "tratamiento", "que trata", o "mejora" se refieren a 
tratamientos terapéuticos, en donde el objetivo es revertir, aliviar, mejorar, inhibir, ralentizar o parar la progresión o la
gravedad de una afección asociada a una enfermedad o trastorno, por ejemplo, cáncer de pulmón. El término "tratar" 
incluye reducir o aliviar al menos un efecto adverso o síntoma de una afección, enfermedad o trastorno asociado a 40
una dolencia. El tratamiento es en general "efectivo" si se reducen uno o más síntomas o marcadores clínicos. 
Alternativamente, el tratamiento es "efectivo" si se reduce o para la progresión de una enfermedad. Es decir, 
"tratamiento" incluye no solo la mejora de los síntomas o los marcadores, sino también un cese de, o al menos una 
ralentización de, el progreso o empeoramiento de los síntomas en comparación con lo que se esperaría en ausencia 
de tratamiento. Los resultados clínicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitación, alivio de uno o más 45
síntomas, disminución del grado de la enfermedad, una patología estabilizada (es decir, que no empeora), retraso o 
ralentización de la progresión de la enfermedad, mejora o paliación de la patología, remisión (ya sea parcial o total), 
y/o mortalidad disminuida, ya sea detectable o no detectable. El término "tratamiento" de una enfermedad también 
incluye proporcionar alivio de los síntomas o los efectos secundarios de la enfermedad (incluido el tratamiento 
paliativo).50

La expresión "estadísticamente significativo" o "significativamente" se refiere a la significancia estadística y en general 
significa dos desviaciones típicas (2SD) por debajo de la concentración normal, o inferior, del catalizador.

Excepto en los ejemplos operativos, o en donde se indique lo contrario, todos los números que expresan cantidades 55
de ingredientes o condiciones de reacción utilizados en el presente documento deben entenderse como modificados 
en todos los ejemplos por el término "aproximadamente". La expresión "aproximadamente" cuando se utiliza junto con 
porcentajes puede significar ±1 %.

Como se utiliza en el presente documento, la expresión "que comprende" o "comprende" se utilizan en referencia a 60
composiciones, métodos y respectivos componentes de los mismos, que son esenciales para el método o a la 
composición., pero abiertos a la inclusión de elementos no especificados, ya sean esenciales o no.

La expresión "que consiste en" se refiere a composiciones, métodos y componentes correspondientes de los mismos 
como se describe en el presente documento, que son exclusivos de cualquier elemento no mencionado en esa 65
descripción de la realización.
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Como se utiliza en el presente documento, la expresión "que consiste esencialmente en" se refiere a los elementos 
requeridos para una realización dada. La expresión permite la presencia de elementos que no afectan materialmente 
a las características básicas y novedosas o funcionales de esa realización.

5
Los términos en singular "un", "uno/una", y "el/la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique 
claramente lo contrario. De manera similar, se pretende que la palabra "o" incluya "y" a menos que el contexto indique 
claramente lo contrario. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el 
presente documento a la hora de poner en práctica o probar la presente divulgación, a continuación, se describen los 
métodos y materiales adecuados. La abreviatura, "e.g" procede del Latín exempli gratia y se utiliza en el presente 10
documento para indicar un ejemplo no limitante. Por tanto, la abreviatura "e.g" es sinónimo de la expresión "por 
ejemplo".

Definiciones de términos comunes en biología celular y biología molecular pueden encontrarse en "The Merck Manual 
of Diagnosis and Therapy", 19ª edición, publicado por Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-19-0); 15
Robert S. Porter et al. (eds.), "The Encyclopedia of Molecular Biology", publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 
(ISBN 0-632-02182-9). También pueden encontrarse definiciones de términos comunes en biología molecular en 
Benjamin Lewin, "Genes X", publicado por Jones & Bartlett Publishing, 2009 (ISBN-10: 0763766321); Kendrew et al. 
(eds.), , "Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference", publicado por VCH Publishers, 
Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8) y "Current Protocols in Protein Sciences" 2009, Wiley Intersciences, Coligan et al., 20
eds.

A menos que se indique lo contrario, la presente invención se realizó utilizando procedimientos estándares, como se 
describe, por ejemplo, en Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (3 ed.), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., EE. UU. (2001); y Davis et al., "Basic Methods in Molecular Biology", 25
Elsevier Science Publishing, Inc., Nueva York, EE. UU. (1995).

Otros términos se definen en el presente documento dentro de la descripción de los diferentes aspectos de la 
invención.

30
En el presente documento se describen métodos para determinar la secuencia nucleotídica contigua a una secuencia 
nucleotídica diana conocida. Métodos de secuenciación tradicionales generan información de secuencia aleatoria (por 
ejemplo, secuenciación escopeta (shotgun) o entre dos secuencias conocidas que se utilizan para diseñar cebadores. 
Por el contrario, los métodos descritos en el presente documento, en algunas realizaciones, permiten determinar la 
secuencia nucleotídica (por ejemplo, secuenciar) en dirección 5' o en dirección 3' de una región única de la secuencia 35
conocida con un elevado nivel de especificidad y sensibilidad.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se refieren a un método de enriquecimiento 
de secuencias nucleotídicas específicas antes de determinar la secuencia nucleotídica utilizando una tecnología de 
secuenciación de última generación. En algunas realizaciones, los métodos de enriquecimiento de secuencias 40
nucleotídicas específicas no comprenden enriquecimiento por hibridación.

En algunas realizaciones, la tecnología descrita en el presente documento puede referirse a un método para 
determinar la secuencia nucleotídica contigua a una secuencia nucleotídica diana conocida, comprendiendo el método; 
(a) ligar un ácido nucleico diana que comprende la secuencia nucleotídica diana conocida a un adaptador de cola de 45
oligonucleótido universal; (b) amplificar una porción del ácido nucleico diana y la hebra de amplificación del adaptador 
de cola de oligonucleótido universal con un primer cebador adaptador y un primer cebador específico de diana; (c) 
amplificar una porción del amplicón resultante de la etapa (b) con un segundo cebador adaptador y un segundo 
cebador específico de diana; y (d) secuenciar la porción amplificada de la etapa (c) utilizando un primer y un segundo 
cebador de secuenciación. Como se utiliza en el presente documento, la expresión "ácido nucleico diana" se refiere a 50
una molécula de ácido nucleico que comprende tanto la secuencia de ácido nucleico que hay que determinar como la 
secuencia nucleotídica diana conocida. El ácido nucleico diana puede ser de cualquier longitud y puede ser bicatenario
o monocatenario. Como se utiliza en el presente documento, la expresión "secuencia nucleotídica diana conocida" se 
refiere a una porción de un ácido nucleico diana para la cual se conoce la secuencia (por ejemplo, la identidad y el 
orden de las bases nucleotídicas que comprenden el ácido nucleico. La secuencia nucleotídica diana conocida puede 55
ser de cualquier longitud de 10 o más nucleótidos, preferentemente 30 o más nucleótidos (por ejemplo, 30 nucleótidos, 
40 nucleótidos, 50 nucleótidos o más). Como se utiliza en el presente documento, la expresión "secuencia nucleotídica 
contigua a" se refiere a una secuencia nucleotídica que está localizada en la misma molécula de ácido nucleico (es 
decir, el ácido nucleico diana) como la secuencia nucleotídica diana conocida y o bien en dirección 5' o en dirección 
3' de la secuencia nucleotídica diana conocida. La secuencia nucleotídica contigua puede comprender cualquier 60
longitud de la secuencia nucleotídica. En algunas realizaciones, la secuencia nucleotídica contigua a la secuencia 
nucleotídica diana conocida comprende 1 kb o menos de la secuencia nucleotídica, por ejemplo, 1 kb o menos de la 
secuencia nucleotídica, 750 pb o menos de la secuencia nucleotídica, 500 pb o menos de la secuencia nucleotídica, 
400 pb o menos de la secuencia nucleotídica, 300 pb o menos de la secuencia nucleotídica, 200 pb o menos de la 
secuencia nucleotídica, 100 pb o menos de la secuencia nucleotídica. Cuando una muestra comprende diferentes 65
ácidos nucleicos diana que comprenden la secuencia nucleotídica diana conocida (por ejemplo, una célula donde la 
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secuencia nucleotídica diana conocida se da múltiples veces en el genoma, o por separado, cromosomas no idénticos), 
puede haber múltiples secuencias que comprendan la "secuencia nucleotídica contigua a" la secuencia nucleotídica 
diana conocida. Como se utiliza en el presente documento, la expresión "determinar la secuencia nucleotídica", se 
refiere a determinar la identidad y las posiciones relativas de las bases nucleotídicas que comprenden un ácido 
nucleico.5

En la etapa (a) del método descrito en el presente documento, el adaptador de cola de oligonucleótido universal se 
puede ligar al ácido nucleico diana. En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana puede estar comprendido por 
una muestra que comprende una pluralidad de ácidos nucleicos, algunos de los cuales no comprenden el ácido 
nucleico diana. En algunas realizaciones, el adaptador de cola de oligonucleótido universal se puede ligar 10
sustancialmente a todos los ácidos nucleicos en una muestra. En algunas realizaciones, el adaptador de cola de 
oligonucleótido universal se puede ligar a los ácidos nucleicos que comprenden la secuencia de ácido nucleico diana 
como a los ácidos nucleicos que no comprenden la secuencia de ácido nucleico diana.

Como se utiliza en el presente documento, la expresión "adaptador de cola de oligonucleótido universal" se refiere a 15
una molécula de ácido nucleico comprendida por dos hebras (una hebra de bloqueo y una hebra de amplificación) y 
que comprende un primer extremo dúplex que se puede ligar y un segundo extremo deshibridado. La hebra de bloqueo 
del adaptador de cola de oligonucleótido universal comprende una porción dúplex 5'. La hebra de amplificación 
comprende una porción 5' deshibridada, una porción dúplex 3' y un saliente T 3' y secuencias de ácidos nucleicos 
idénticas a un primer y un segundo cebador de secuenciación. Las porciones dúplex de la hebra de bloqueo y la hebra 20
de amplificación son sustancialmente complementarias y forman el primer extremo dúplex que se puede ligar que 
comprende un saliente T 3' y la porción dúplex es de suficiente longitud para permanecer en forma dúplex a la 
temperatura de ligamiento.

En algunas realizaciones, la porción de la hebra de amplificación que comprende una secuencia de ácido nucleico 25
idéntica a un primer y un segundo cebador de secuenciación puede estar comprendida, al menos en parte, por la 
porción deshibridada 5' de la hebra de amplificación.

En algunas realizaciones, el adaptador de cola de oligonucleótido universal puede comprender una porción dúplex y 
una porción deshibridada, en donde la porción deshibridada comprende solo la porción 5' de la hebra de amplificación, 30
es decir, la hebra de bloqueo en su totalidad es una porción dúplex.

En algunas realizaciones, el adaptador de cola de oligonucleótido universal puede tener una forma "Y", es decir, la 
porción deshibridada puede comprender porciones de la hebra de bloqueo como de la hebra de amplificación que 
están deshibridadas. La porción deshibridada de la hebra de bloqueo puede ser más corta, más larga, o igual a la 35
longitud de la porción deshibridada de la hebra de amplificación. En algunas realizaciones, la porción deshibridada de 
la hebra de bloqueo puede ser más corta que la porción deshibridada de la hebra de amplificación. Los adaptadores 
de cola de oligonucleótidos universales en forma Y tienen la ventaja de que la porción deshibridada de la hebra de 
bloqueo no se someterá a extensión 3' durante un régimen de PCR.

40
En algunas realizaciones, la hebra de bloqueo del adaptador de cola de oligonucleótido universal además puede 
comprender una porción deshibridada 3' que no es sustancialmente complementaria a la porción deshibridada 5' de 
la hebra de amplificación; y en donde la porción deshibridada 3' de la hebra de bloqueo no es sustancialmente 
complementaria a o sustancialmente idéntica a cualquiera de los cebadores. En algunas realizaciones, la hebra de 
bloqueo del adaptador de cola de oligonucleótido universal además puede comprender una porción deshibridada 3' 45
que no se hibridará de forma específica con la porción deshibridada 5' de la hebra de amplificación a la temperatura 
de hibridación; y en donde la porción deshibridada 3' de la hebra de bloqueo no se hibridará de forma específica con 
ninguno de los cebadores o sus complementos a la temperatura de hibridación.

En algunas realizaciones, la porción dúplex del adaptador de cola de oligonucleótido universal (por ejemplo, las 50
porciones dúplex de una cualquiera o ambas hebras) es de al menos 7 pares de bases de longitud, por ejemplo, 7 pb 
o más, 8 pb o más, 9 pb o más, 10 pb o más, 11 pb o más, 12 pb o más, 13 pb o más o 14 pb o más de longitud. En 
algunas realizaciones, la porción dúplex de un adaptador de cola de oligonucleótido universal puede ser de al menos 
30 pb o más, por ejemplo, 30 pb o más, 31 pb o más, 32 pb o más, 33 pb o más, 34 pb o más, 35 pb o más, 40 pb o 
más o 50 pb o más de longitud. La porción dúplex de un adaptador de cola de oligonucleótido universal no debe ser 55
tan largo como para suprimir la amplificación por PCR de los amplicones deseados en el régimen de amplificación por 
PCR para usar. Algunos métodos de secuenciación de última generación utilizan las moléculas de adaptador en forma 
de Y. Estas moléculas de adaptador en forma de Y requieren porciones dúplex que son de longitud limitada, (por 
ejemplo, 17 pb o menos) para evitar la formación de horquillas intramoleculares durante varias etapas de la PCR (por 
ejemplo, PCR con enriquecimiento de genoteca, PCR puente, o PCR en emulsión). Los adaptadores de cola de 60
oligonucleótidos universales en forma de Y de los métodos descritos en el presente documento no se someten a esta 
limitación del extremo dúplex como los dos Este efecto de supresión de la PCR resultante del extremo dúplex no es 
aplicable en esta invención puesto que los dos cebadores diana pueden acceder al fragmento diana de una manera 
interna. En algunas realizaciones, la porción dúplex de un adaptador de cola de oligonucleótido universal puede ser 
de al menos 18 pb o más, por ejemplo, 18 pb o más, 19 pb o más, 20 pb o más, 21 pb o más, 22 pb o más, 23 pb o 65
más, 24 pb o más o 25 pb o más de longitud.
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Ejemplos ilustrativos de adaptadores de cola de oligonucleótidos universales se muestran en la Figura 9.

El ligamiento del adaptador de cola de oligonucleótido universal se puede conseguir mediante cualquier método 
conocido en la técnica, por ejemplo, ligamiento de extremo romo o ligamiento TA. En algunas realizaciones, antes del 5
ligamiento del adaptador de cola de oligonucleótido universal, los ácidos nucleicos en una muestra pueden someterse 
a reparación de extremo del ácido nucleico para dejar romos los extremos del ácido nucleico. La reparación de extremo 
es bien conocida en la técnica y en el mercado hay disponibles kits y/o enzimas relevantes, (por ejemplo, la molécula 
de reparación de extremo NEBNEXT™ (n.º de cat E6050L; New England Biolabs; Ipswich, MA).

10
En algunas realizaciones, antes del ligamiento del adaptador de cola de oligonucleótido universal, los ácidos nucleicos 
en una muestra pueden someterse a fosforilación y/o adenilación. La adenilación puede proporcionar un saliente de 
adenosina en el extremo 3' de un ácido nucleico. A continuación, se puede ligar un segundo ácido nucleico con un 
saliente 3' de tionina al primer ácido nucleico por ligamiento TA. Los métodos de ligamiento son bien conocidos en la 
técnica y en el mercado hay disponibles kits y/o enzimas relevantes, por ejemplo, la molécula de adición de cola dA 15
NEBNEXT™ (n.º de cat E6053L: New England Biolabs; Ipswich, MA) puede utilizarse para la adenilación de un 
extremo romo de un ácido nucleico. En algunas realizaciones, los adaptadores de cola de oligonucleótidos universales
pueden proporcionarse con un saliente 3' de tionina.

Cada una de las etapas (b) y (c) de los métodos descritos en el presente documento puede comprender un régimen 20
de amplificación por PCR, es decir, un conjunto de ciclos de amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Como se utiliza en el presente documento, la expresión "régimen de amplificación" se refiere a un proceso de 
amplificación de forma específica, es decir, de aumento de la abundancia de, una secuencia de ácido nucleico de 
interés, y más particularmente, la amplificación exponencial que se da cuando los productos de una extensión por 
polimerasa previa sirven como moldes para las sucesivas rondas de extensión. Un régimen de amplificación por PCR 25
de acuerdo con la invención comprende al menos uno, y preferentemente al menos 5 o más ciclos iterativos, donde 
cada ciclo comprende las etapas de: 1) separación de hebra (por ejemplo, desnaturalización térmica); 2) hibridación
del cebador oligonucleotídico con moléculas modelo; y 3) extensión por polimerasa de ácido nucleico de los cebadores 
hibridados. Las condiciones y los tiempos necesarios para cada una de estas etapas son planeados por el experto en 
la materia. Un régimen de amplificación de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento 30
preferentemente se realiza en un termociclador, muchos de los cuales están disponibles en el mercado.

La PCR requiere la utilización de una polimerasa de ácido nucleico. Como se utiliza en el presente documento, la 
expresión "polimerasa de ácido nucleico" se refiere a una enzima que cataliza la polimerización dependiente de molde 
de nucleósido trifosfatos para formar productos de extensión de cebador que son complementarios a la secuencia del 35
ácido nucleico molde. Una enzima polimerasa de ácido nucleico inicia la síntesis en el extremo 3' de un cebador 
hibridado y avanza en dirección hacia el extremo 5' del molde. Numerosas polimerasas de ácido nucleico son 
conocidas en la técnica y están disponibles en el mercado. Un grupo de polimerasas de ácido nucleico preferidas son 
termoestables, es decir, conservan la función después de ser sometidas a temperaturas suficientes para desnaturalizar 
las hebras hibridadas de los ácidos nucleicos complementarios, por ejemplo, 94 °C o a veces superior.40

Como se entiende en la técnica, la PCR requiere ciclos que incluyen una etapa de separación de hebra que en general 
implica calentar la mezcla de reacción. Como se utiliza en el presente documento, la expresión "separación de hebra" 
o "separar las hebras" significa tratamiento de una muestra de ácido nucleico de modo que las moléculas bicatenarias 
complementarias se separen en dos hebras sencillas disponibles para la hibridación con un cebador de 45
oligonucleótido. Más específicamente, la separación de hebra de acuerdo con los métodos descritos en el presente 
documento. se consigue calentando la muestra de ácido nucleico por encima de su Tm. En general, para una muestra 
que contiene moléculas de ácido nucleico en tampón adecuado para una polimerasa de ácido nucleico, el 
calentamiento a 94 °C es suficiente para conseguir la separación de hebra. Un tampón ilustrativo contiene KCl 50 mM, 
Tris-HCl 10 mM (pH 8,8 a 25 °C), MgCl2 0,5 a 3 mM y BSA al 0,1 %.50

Como también se entiende en la técnica, la PCR requiere de cebadores de hibridación con ácidos nucleicos molde. 
Cualquier hebra de un ácido nucleico diana puede ser un ácido nucleico molde, ya que el ácido nucleico molde se 
define como un ácido nucleico monocatenario con el cual se hibridará de forma específica un cebador dado. Como se 
utiliza en el presente documento, "hibridar" se refiere a permitir que dos hebras de ácido nucleico complementarias o 55
sustancialmente complementarias hibriden, y más particularmente, cuando se usa en el contexto de la PCR, hibriden 
de modo que se forme un sustrato de extensión de cebador para una enzima polimerasa dependiente de molde. Las 
condiciones para la hibridación del ácido nucleico diana y cebador varían con la longitud y la secuencia del cebador y 
se basan en la Tm calculada para el cebador. En general, una etapa de hibridación en un régimen de amplificación 
implica reducir la temperatura tras la etapa de separación de hebra hasta una temperatura en función de la Tm60
calculada para la secuencia del cebador, durante un tiempo suficiente para permitir tal hibridación. La Tm puede ser 
prevista fácilmente por un experto en la materia utilizando cualquiera de una cantidad de algoritmos ampliamente 
disponibles (por ejemplo, programa informático de diseño de cebador QLIGO™ (Molecular Biology Insights Inc. 
Colorado) y programa informático de diseño de cebador VENTRO NTI™ (Invitrogen, Inc. California) y programas 
disponibles en internet, incluidos Primer3, Oligo Calculator, and NetPrimer (Premier Biosoft; Palo Alto, CA; y gratuitos 65
en la página http://www.premierbio-soft.com/netprimer/netprlaunch/Help/xnetprlaunch.html). Por ejemplo, la Tm de un 
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cebador puede calcularse utilizando la siguiente fórmula, que es utilizada por el programa informático NetPrimer y está 
descrita con más detalle en Frieir et al. PNAS 1986 83:9373-9377.

Tm = ΔH/(ΔS + R * ln(C/4)) + 16,6 log ([K+]/( 1 + 0,7 [K+])) - 273,15
5

en donde, ΔH es entalpía para la formación de la hélice; ΔS es entropía para la formación de la hélice; R es la constante 
molar de un gas (1,987 cal/°C * mol); C es la concentración del ácido nucleico; y [K+] es la concentración de sal. Para 
la mayoría de los regímenes de amplificación, la temperatura de hibridación se selecciona para ser de 
aproximadamente 5 °C por debajo de la Tm prevista, aunque pueden usarse temperaturas más cercanas a y por 
encima de la Tm (por ejemplo, entre 1 °C y 5 °C por debajo de la Tm prevista o entre 1 °C y 5 °C por encima de la Tm10
prevista), así como, por ejemplo, temperaturas de más de 5 °C por debajo de la Tm prevista (por ejemplo, 6 °C por 
debajo, 8 °C por debajo, 10 °C por debajo o inferior). En general, cuanto más cercana es la temperatura de hibridación
a la Tm, más específico es la hibridación. El tiempo permitido para hibridar el cebador durante un régimen de 
amplificación por PCR depende mucho del volumen de la reacción, por lo que mayores volúmenes requieren mayores 
tiempos, pero también depende de las concentraciones de cebador y molde, por lo que concentraciones relativamente 15
superiores de cebador a molde requieren menos tiempo que las concentraciones relativamente inferiores. 
Dependiendo del volumen y la concentración relativa de cebador/molde, las etapas de hibridación en un régimen de 
amplificación pueden estar en el orden de 1 segundo a 5 minutos, pero en general estarán entre 10 segundos y 2 
minutos, preferentemente en el orden de 30 segundos a 2 minutos. Como se utiliza en el presente documento, "hibridar 
sustancialmente" se refiere a un grado de hibridación durante un régimen de amplificación por PCR que es suficiente 20
para producir un nivel detectable de un producto amplificado de forma específica.

La PCR también depende de la extensión por polimerasa de los cebadores hibridados en cada ciclo. Como se utiliza 
en el presente documento, la expresión "extensión por polimerasa" significa la incorporación dependiente del molde 
de al menos un nucleótido complementario, mediante una polimerasa de ácido nucleico, sobre el extremo 3' de un 25
cebador hibridado. La extensión por polimerasa preferentemente agrega más de un nucleótido, preferentemente hasta 
e incluido nucleótidos que corresponden a la longitud completa del molde. Las condiciones para la extensión por 
polimerasa varían con la identidad de la polimerasa. La temperatura utilizada para la extensión por polimerasa en 
general se basa en las propiedades de actividad conocidas de la enzima. No obstante, cuando se requiere que las 
temperatura de hibridación estén, por ejemplo, por debajo de las temperaturas óptimas para la enzima, con frecuencia 30
será aceptable utilizar una temperatura de extensión inferior. En general, aunque las enzimas conserven al menos 
actividad parcial por debajo de sus temperaturas óptimas de extensión, la extensión por polimerasa por las polimerasas 
termoestables más comúnmente utilizadas (por ejemplo, polimerasa Taq y sus variantes) se realiza a 65 °C a 75 °C, 
preferentemente aproximadamente 68-72 °C.

35
La extensión del cebador se realiza en condiciones que permiten la extensión de los cebadores oligonucleotídicos 
hibridados. Como se utiliza en el presente documento, la expresión "condiciones que permiten la extensión de un 
oligonucleótido hibridado de modo que se generen productos de extensión " se refiere al conjunto de condiciones que 
incluyen, por ejemplo, la temperatura, las concentraciones de sal y el cofactor, pH y la concentración de enzima en las 
cuales una polimerasa de ácido nucleico cataliza la extensión del cebador. Tales condiciones variarán con la identidad 40
de la polimerasa de ácido nucleico que se utilice, pero las condiciones para un gran número de enzimas polimerasa 
útiles son bien conocidas por el experto en la materia. Un conjunto ilustrativo de las condiciones es KCl 50 mM, Tris-
HCl 10 mM (pH 8,8 a 25 °C), MgCl2 0,5 a 3 mM, 200 uM de cada dNTP, y BSA al 0,1 % a 72 °C, en las cuales la 
polimerasa Taq cataliza la extensión del cebador. Las condiciones para la iniciación y la extensión por lo general 
incluyen la presencia de al menos uno, pero más preferentemente los cuatro desoxinucleósido trifosfatos diferentes y 45
un agente inductor de la polimerización tal como la ADN polimerasa o la transcriptasa inversa, en un tampón adecuado 
(en este contexto "tampón" incluye disolventes (en general acuosos) más cofactores necesarios y reactivos que 
afectan al pH, la fuerza iónica, etc.) y a una temperatura adecuada.

En algunas realizaciones, cada etapa de amplificación puede comprender un conjunto de ciclos de un régimen de 50
amplificación por PCR de 5 ciclos a 20 ciclos de largo. En algunas realizaciones, cada etapa de amplificación puede 
comprender un conjunto de ciclos de un régimen de amplificación por PCR de 10 ciclos a 20 ciclos de largo. En algunas 
realizaciones, cada etapa de amplificación puede comprender un conjunto de ciclos de un régimen de amplificación 
por PCR de 12 ciclos a 16 ciclos de largo. En algunas realizaciones, la temperatura de hibridación puede ser de menos 
de 70 °C. En algunas realizaciones, la temperatura de hibridación puede ser de menos de 72 °C.55

En diversas realizaciones, los métodos y composiciones descritos en el presente documento se refieren a la realización 
de un régimen de amplificación por PCR con uno o más de los tipos de cebadores descritos en el presente documento. 
Como se utiliza en el presente documento, "cebador" se refiere a una molécula de polinucleótido ADN o ARN o un 
análogo de la misma capaz de hibridarse de forma específica con un molde de polinucleótido y proporcionar un 60
extremo 3' que sirva como sustrato para una polimerasa dependiente de molde para producir un producto de extensión 
que es complementario al molde de polinucleótido. Un cebador útil en los métodos descritos en el presente documento 
generalmente es monocatenario, y un cebador y su complemento pueden hibridarse para formar un polinucleótido 
bicatenario. Los cebadores de acuerdo con los métodos y composiciones descritos en el presente documento pueden 
ser de menos de o igual a 300 nucleótidos de longitud, por ejemplo, menos de o igual a 300 o 250, o 200, o 150, o 65
100, o 90, u 80, o 70, o 60, o 50, o 40, o 30 o inferior, o 20 o inferior, o 15 o inferior, pero al menos 10 nucleótidos de 
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longitud. Los métodos de fabricación de cebadores son bien conocidos en la técnica, y numerosas fuentes comerciales 
ofrecen servicios de síntesis de oligonucleótidos adecuados para proporcionar cebadores de acuerdo con los métodos 
y composiciones descritos en el presente documento, por ejemplo, INVITROGEN™ Custom DNA Oligos; Life 
Technologies; Grand Island, NY o custom DNA Oligos de IDT; Coralville, Iowa).

5
En algunas realizaciones, después de que el adaptador de cola de oligonucleótido universal se ligue a los ácidos 
nucleicos en una muestra (por ejemplo, los ácidos nucleicos diana), el ácido nucleico diana puede amplificarse en una 
primera etapa de amplificación (es decir, etapa (b)). La primera etapa de amplificación puede ser un conjunto de ciclos 
de amplificación por PCR que utilizan un primer cebador específico de diana y un primer cebador adaptador de cola.

10
Como se utiliza en el presente documento, la expresión "primer cebador específico de diana" se refiere a un 
oligonucleótido monocatenario que comprende una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse de forma 
específica con el ácido nucleico diana a la temperatura de hibridación.

En algunas realizaciones, el primer cebador específico de diana puede comprender una porción de la secuencia de la 15
etiqueta 5'. En algunas realizaciones, todos los primeros cebadores específicos a diana presentes en una reacción 
pueden comprender porciones idénticas a la secuencia de la etiqueta 5'. En una reacción de PCR múltiple, diferentes 
especies de cebador pueden interactuar entre sí de una manera inespecífica no deseada, conduciendo a la extensión 
del cebador y posteriormente a la amplificación por ADN polimerasa. Estos dímeros de cebador tienden a ser cortos, 
y su amplificación eficaz puede sobrepasar la reacción y dominar dando como resultado una escasa amplificación de 20
la secuencia diana deseada. La inclusión de una secuencia de la etiqueta 5' sobre el primer o los primeros cebadores 
específicos a diana causa algún dímero de cebador potencial que puede conservar las mismas colas complementarias 
sobre ambos extremos. En ciclos de PCR posteriores, los dímeros de cebadores se desnaturalizarían en dímeros de 
cebadores de ADN monocatenario, que comprenden cada uno secuencias complementarias sobre sus dos extremos 
que se introducen por la etiqueta 5'. En lugar de hibridación de cebador con estos dímeros de cebadores de ADN 25
monocatenario, preferentemente se daría una horquilla intramolecular (una estructura tipo mango) debido a la 
accesibilidad próxima de las etiquetas complementarias en la misma molécula de dímero de cebador en lugar de una 
interacción intramolecular con nuevos cebadores en distintas moléculas. Como resultado, estos dímeros de cebadores 
se amplifican de forma muy ineficaz, de modo que los cebadores no se consumen de manera exponencial por los 
dímeros no deseados para la amplificación. En su lugar los cebadores marcados pueden permanecer en una 30
concentración elevada y suficiente para la amplificación específica deseada de las secuencias diana. La acumulación 
de los dímeros de cebadores puede ser también un detrimento para la PCR múltiple debido a que compiten por y 
consumen otros reactivos en la reacción. En algunas realizaciones, la secuencia de la etiqueta 5' puede ser una 
secuencia rica en GC, es decir, la secuencia de la etiqueta puede comprender al menos un 50 % de contenido de GC, 
al menos un 55 % de contenido de GC, al menos un 60 % de contenido de GC, al menos un 65 % de contenido de 35
GC, al menos un 70 % de contenido de GC, al menos un 75 % de contenido de GC, al menos un 80 % de contenido 
de GC, o contenido de GC superior. En algunas realizaciones, la secuencia de la etiqueta puede comprender al menos 
un 60 % de contenido de GC. En algunas realizaciones, la secuencia de la etiqueta puede comprender al menos un 
65 % de contenido de GC.

40
Como se utiliza en el presente documento, la expresión "segundo cebador específico de diana" se refiere a un 
oligonucleótido monocatenario que comprende una porción 3' que comprende una secuencia de ácido nucleico que 
puede hibridarse de forma específica con una porción de la secuencia nucleotídica diana conocida comprendida por 
el amplicón resultante de la etapa (b), y una porción 5' que comprende una secuencia de ácido nucleico que es idéntica 
a un segundo cebador de secuenciación. El segundo cebador específico de diana es anidado con respecto al primer 45
cebador específico de diana. En algunas realizaciones, el segundo cebador específico de diana es anidado con 
respecto al primer cebador específico de diana por al menos 3 nucleótidos, por ejemplo, por 3 o más, 4 o más, 5 o 
más, 6 o más, 7 o más, 8 o más, 9 o más, 10 o más o 15 o más nucleótidos.

En algunas realizaciones, todos los segundos cebadores específicos a diana presentes en una reacción comprenden 50
la misma porción 5'. En algunas realizaciones, la porción 5' la porción 5' puede servir para suprimir los dímeros de 
cebadores como se describe para la etiqueta 5' del primer cebador específico de diana descrito anteriormente en el 
presente documento.

En algunas realizaciones, los primeros y segundos cebadores específicos a diana son sustancialmente 55
complementarios a la misma hebra del ácido nucleico diana. En algunas realizaciones, las porciones de los primeros 
y segundos cebadores específicos a diana que se hibridan de forma específica con la secuencia diana conocida 
pueden comprender un total de al menos 20 bases únicas de la secuencia nucleotídica diana conocida, por ejemplo, 
20 o más bases únicas, 25 o más bases únicas, 30 o más bases únicas, 35 o más bases únicas, 40 o más bases 
únicas o 50 o más bases únicas. En algunas realizaciones, las porciones de los primeros y segundos cebadores 60
específicos a diana que se hibridan de forma específica con la secuencia diana conocida pueden comprender un total 
de al menos 30 bases únicas de la secuencia nucleotídica diana conocida,

Como se utiliza en el presente documento, la expresión "primer cebador adaptador" se refiere a una molécula de ácido 
nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción 5' del primer cebador de 65
secuenciación. Como el primer cebador adaptador de cola es por ello idéntico a al menos una porción de la secuencia 
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de la hebra de amplificación (en contraposición al complementario), no será capaz de hibridarse de forma específica 
con ninguna porción del propio adaptador de cola de oligonucleótido universal.

Como se utiliza en el presente documento, la expresión "segundo cebador adaptador" se refiere a una molécula de 
ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción del primer cebador de 5
secuenciación y es anidado con respecto al primer cebador adaptador. Como el segundo cebador adaptador de cola 
es por ello idéntico a al menos una porción de la secuencia de la hebra de amplificación (en contraposición al 
complementario), no será capaz de hibridarse de forma específica con ninguna porción del propio adaptador de cola 
de oligonucleótido universal. En algunas realizaciones, el segundo cebador adaptador es idéntico al primer cebador 
de secuenciación.10

El segundo cebador adaptador debe ser anidado con respecto al primer cebador adaptador, es decir, el primer cebador 
adaptador comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica a la hebra de amplificación que no está comprendida 
por el segundo cebador adaptador y que está ubicada más cerca del extremo 5' del cebador de amplificación que 
cualquiera de las secuencias idénticas a la hebra de amplificación que está comprendida por el segundo cebador 15
adaptador. En algunas realizaciones, el segundo cebador adaptador es anidado por al menos 3 nucleótidos, por 
ejemplo, por 3 nucleótidos, por 4 nucleótidos, por 5 nucleótidos, por 6 nucleótidos, por 7 nucleótidos, por 8 nucleótidos, 
por 9 nucleótidos, por 10 nucleótidos o más.

En algunas realizaciones, el primer cebador adaptador puede comprender una secuencia de ácido nucleico idéntica a 20
aproximadamente las 20 bases más 5' de la hebra de amplificación del adaptador de cola de oligonucleótido universal 
y el segundo cebador adaptador puede comprender una secuencia de ácido nucleico idéntica a aproximadamente 30 
bases de la hebra de amplificación del adaptador de cola de oligonucleótido universal, con una base 5' que es al 
menos 3 nucleótidos 3' del extremo 5' de la hebra de amplificación.

25
La utilización de los cebadores adaptadores anidados elimina la posibilidad de producir amplicones finales que sean 
amplificables (por ejemplo, durante una PCR puente o PCR en emulsión) pero que no se puedan secuenciar, una 
situación que puede surgir durante los métodos semianidados. En otras situaciones, los planteamientos semianidados 
que utilizan un cebador idéntico a un cebador de secuenciación pueden dar como resultado el paso de los productos 
de amplificación no deseados de la primera etapa de PCR a la segunda etapa de PCR y producirían por último lecturas 30
de secuenciación artificiales. La utilización de dos cebadores adaptadores, como se describe en el presente 
documento puede reducir, y en algunas realizaciones eliminar, estos problemas.

En el primer ciclo de amplificación por PCR de la primera etapa de amplificación, el primer cebador específico de diana 
puede hibridarse de forma específica con una hebra molde de cualquier ácido nucleico que comprenda la secuencia 35
nucleotídica diana conocida. Dependiendo de la orientación con la cual se diseñó el primer cebador específico de
diana, se sintetizará la secuencia en dirección 5' o en dirección 3' de la secuencia nucleotídica diana conocida, y el 
complementario para la hebra molde. Si, durante la fase de extensión de la PCR, el extremo 5' de la hebra molde 
termina en un adaptador de cola de oligonucleótido universal, el extremo 3' del producto recién sintetizado 
comprenderá la secuencia complementaria al primer cebador adaptador de cola. En ciclos de amplificación por PCR 40
posteriores, tanto el primer cebador específico de diana como el primer cebador adaptador de cola serán capaces de 
hibridarse de forma específica con las hebras apropiadas de la secuencia de ácido nucleico diana y pueden 
amplificarse la secuencia entre la secuencia de ácido nucleico diana conocida y el adaptador de cola de oligonucleótido 
universal, (es decir, copiada).

45
En la próxima etapa (es decir, etapa (c)) del método descrito en el presente documento, una porción de la porción 
amplificada resultante de la etapa (b) se amplifica en una segunda etapa de amplificación. La segunda etapa de 
amplificación puede ser un conjunto de ciclos de amplificación por PCR que utilizan un segundo cebador específico 
de diana y un primer cebador de secuenciación. El segundo conjunto de ciclos de amplificación por PCR pueden tener 
parámetros de PCR idénticos a, o que difieren de, aquellos del primer conjunto de ciclos de amplificación por PCR. 50
Por ejemplo, los regímenes de amplificación por PCR de las etapas (b) y (c) pueden tener las mismas temperaturas 
de hibridación o diferentes o las mismas duraciones de la etapa de extensión o diferentes.

Los métodos descritos en el presente documento permiten determinar la secuencia nucleotídica contigua a una 
secuencia nucleotídica diana conocida sobre cualquiera de los flancos o ambos de la secuencia nucleotídica diana 55
conocida. Independientemente de si el ácido nucleico diana existe normalmente como un ácido nucleico 
monocatenario o bicatenario, la información de secuencia normalmente se representa en un formato monocatenario 
(Hebra A), de 5' a 3'. Si hay que determinar la secuencia 5' de la secuencia nucleotídica diana conocida de la Hebra 
A, los cebadores específicos a gen pueden ser complementarios (es decir, hibridarse con) a la Hebra A. Si hay que 
determinar la secuencia 3' de la secuencia nucleotídica diana conocida de la Hebra A, los cebadores específicos a 60
gen pueden ser idénticos a la Hebra A, de modo que se hibridarán con la hebra complementaria de un ácido nucleico 
diana bicatenario. Tales consideraciones del diseño del cebador son bien conocidas por los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento, que se refieren a la utilización de un primer 
y un segundo cebador específico de gen pueden dar como resultado ensayos con una tasa específica superior, por 65
ejemplo, 70-90 %. En algunas realizaciones, los ensayos y los métodos descritos en el presente documento pueden 
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tener una tasa de especificidad de diana de al menos un 85 %.

En algunas realizaciones, los cuatro tipos de cebadores se diseñan de modo que se hibridarán de forma específica 
con sus secuencias complementarias a una temperatura de hibridación de aproximadamente 61 a 72 °C, por ejemplo, 
de aproximadamente 61 a 69 °C, de aproximadamente 63 a 69 °C, de aproximadamente 63 a 67 °C, de 5
aproximadamente 64 a 66 °C. En algunas realizaciones, los cuatro tipos de cebadores se diseñan de modo que se 
hibridarán de forma específica con sus secuencias complementarias a una temperatura de hibridación de menos de 
72 °C. En algunas realizaciones, los cuatro tipos de cebadores se diseñan de modo que se hibridarán de forma 
específica con sus secuencias complementarias a una temperatura de hibridación de menos de 70 °C. En algunas 
realizaciones, los cuatro tipos de cebadores se diseñan de modo que se hibridarán de forma específica con sus 10
secuencias complementarias a una temperatura de hibridación de menos de 68 °C. En algunas realizaciones, los 
cuatro tipos de cebadores se diseñan de modo que se hibridarán de forma específica con sus secuencias 
complementarias a una temperatura de hibridación de aproximadamente 65 °C.

En algunas realizaciones, las porciones de los cebadores específicos a diana que se hibridan de forma específica con 15
la secuencia nucleotídica diana conocida se hibridarán de forma específica a una temperatura de aproximadamente 
61 a 72 °C, por ejemplo, de aproximadamente 61 a 69 °C, de aproximadamente 63 a 69 °C, de aproximadamente 63 
a 67 °C, de aproximadamente 64 a 66 °C. En algunas realizaciones, las porciones de los cebadores específicos a 
diana que se hibridarán de forma específica con la secuencia nucleotídica diana conocida se hibridarán de forma 
específica a una temperatura de aproximadamente 65 °C en un tampón de PCR.20

En algunas realizaciones, los cebadores y/o adaptadores descritos en el presente documento no pueden comprender 
bases modificadas (por ejemplo, los cebadores y/o adaptadores no pueden comprender una amina 3' de bloqueo).

En la próxima etapa (es decir, etapa (d)) de los métodos descritos en el presente documento, se puede secuenciar la 25
porción amplificada resultante de la etapa (c). En algunas realizaciones, se puede secuenciar mediante un método de 
secuenciación de última generación. Como se utiliza en el presente documento, "secuenciación de última generación" 
se refiere a las tecnologías de secuenciación de oligonucleótidos que tienen la capacidad de secuenciar 
oligonucleótidos a velocidades por encima de aquellas posibles con los métodos de secuenciación convencionales 
(por ejemplo, secuenciación Sanger), debido a la realización y lectura de miles a millones de reacciones de 30
secuenciación en paralelo. Ejemplos no limitantes de métodos/plataformas de secuenciación de última generación 
incluyen secuenciación de firma masivamente paralela (Lyns Therapeutics); pirosecuenciación 454 (454 Life 
Sciences/Roche Diagnostics); secuenciación de terminador con colorante reversible en fase sólida (Solexa/Illumina): 
tecnología SOLID (Applied Biosystems); secuenciación por semiconductores iónicos (Ion Torrent); secuenciación de 
nanoesferas de ADN (Complete Genomics); y tecnologías disponibles de Pacific biosciences, Intelligen Biosystems, 35
Oxford Nanopore Technologies y Helicos Biosciences. En algunas realizaciones, los cebadores de secuenciación 
pueden comprender porciones compatibles con el método de secuenciación de última generación seleccionado. Las 
tecnologías de secuenciación de última generación y las restricciones y los parámetros de diseño de cebadores de 
secuenciación asociados son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Shendure, et al., "Next-generation 
DNA sequencing", Nature, 2008, vol. 26, n.º 10, 1135-1145; Mardis, "The impact of next-generation sequencing40
technology on genetics", Trends in Genetics, 2007, vol. 24, n.º 3, págs. 133-141; Su, et al., "Next-generation 
sequencing and its applications in molecular diagnostics" Expert. Rev. Mol. Diagn., 2011, 11(3):333-43; Zhang et al., 
"The impact of next-generation sequencing on genomics", J. Genet. Genomics, 2011, 38(3):95-109; (Nyren, P. et al. 
Anal Biochem 208: 17175 (1993); Bentley, D. R. Curr. Opin. Genet. Dev. 16:545-52 (2006); Strausberg, R. L., et al. 
Drug Disc Today 13:569-77 (2008); patente de Estados Unidos n.º 7.282.337; patente de Estados Unidos n.º 45
7.279.563; patente de Estados Unidos n.º 7.226.720; patente de Estados Unidos n.º 7.220.549; patente de Estados 
Unidos n.º 7.169.560; patente de Estados Unidos n.º 6.818.395; patente de Estados Unidos n.º 6.911.345; las 
publicaciones de Estados Unidos n.º 2006/0252077; 2007/0070349; y 20070070349).

En algunas realizaciones, la etapa de secuenciación depende de la utilización de un primer y un segundo cebador de 50
secuenciación. En algunas realizaciones, el primer y segundo cebador de secuenciación se selecciona por ser 
compatible con un método de secuenciación de última generación como se describe en el presente documento.

Los métodos para alinear las lecturas de secuenciación con las bases de datos de secuencia conocidas de secuencias 
de ADNc y/o genómico son bien conocidos en la técnica y el programa informático para este proceso está disponible 55
en el mercado. En algunas realizaciones, las lecturas (menos la secuenciación de la secuencia nucleotídica del 
adaptador y/o cebador) que no se mapean, en su totalidad, en las bases de datos de secuencia tipo silvestre pueden 
ser reordenamientos genómicos o mutaciones indel grandes. En algunas realizaciones, las lecturas (menos la 
secuenciación de la secuencia nucleotídica de adaptador y/o cebador) que comprenden las secuencias que se mapean 
en para localizaciones múltiples en el genoma pueden ser reordenamientos genómicos.60

En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos y/o sus productos de amplificación pueden aislarse de enzimas, 
cebadores o componentes tampón antes y/o después de alguna de las etapas a-d. Los métodos para aislar los ácidos 
nucleicos son bien conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, el aislamiento puede comprender limpieza por 
inmovilización reversible en fase sólida (SPRI). Los métodos para la limpieza por SPRI son bien conocidos en la 65
técnica y se encuentran disponibles en el mercado, por ejemplo, purificación de PCR por Agencourt AMPure XP (n.º 
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de cat A63880, Beckman Coulter; Brea, CA). En algunas realizaciones, las enzimas pueden inactivarse mediante 
tratamiento térmico.

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana puede estar comprendido por ADN genómico. En algunas 
realizaciones, el ácido nucleico diana puede estar comprendido por ácido ribonucleico (ARN), por ejemplo, ARNm. En 5
algunas realizaciones, el ácido nucleico diana puede estar comprendido por ADNc. Muchos de los métodos de 
secuenciación adecuados para su uso en los métodos descritos en el presente documento proporcionan carreras de 
secuenciación con longitudes óptimas de lectura de decenas a cientos de bases nucleotídicas (por ejemplo, la 
tecnología Ion Torrent puede producir longitudes de lectura de 200-400 pb). Los ácidos nucleicos diana comprendidos, 
por ejemplo, por ADN genómico o ARNm, pueden comprender moléculas de ácido nucleico que son sustancialmente 10
mayores que esta longitud óptima de lectura. Para que la porción de ácido nucleico amplificada resultante de la etapa 
(c) sea de una longitud adecuada para su uso en una tecnología de secuenciación particular, la distancia media entre 
la secuencia nucleotídica diana conocida y un extremo del ácido nucleico diana al que se puede ligar el adaptador de 
cola de oligonucleótido universal debe ser tan próxima a la longitud óptima de lectura de la tecnología seleccionada 
como sea posible. Por ejemplo, si la longitud óptima de lectura de una tecnología de secuenciación dada es de 200 15
pb, entonces las moléculas de ácido nucleico amplificadas de acuerdo con los métodos descritos en el presente 
documento deben tener una longitud media de aproximadamente 400 pb o menos. Los ácidos nucleicos diana 
comprendidos por, por ejemplo, ADN genómico o ARNm, se pueden romper, por ejemplo, de forma mecánica o por 
enzimas, para generar fragmentos de cualquier tamaño deseado antes de la etapa (a). Ejemplos no limitantes de los 
procesos de ruptura mecánica incluyen sonicación, nebulización y la tecnología de ruptura AFA™ disponible de 20
Covaris (Woburn, MA). En algunas realizaciones, un ácido nucleico diana comprendido por ADN genómico se puede 
romper de forma mecánica mediante sonicación. En algunas realizaciones, cuando el ácido nucleico diana está 
comprendido por ARN, la muestra puede someterse a un régimen de transcriptasa inversa para generar molde de 
ADN y, a continuación, el molde de ADN puede romperse. En algunas realizaciones, el ARN diana se puede romper 
antes de la realización del régimen de transcriptasa inversa. En algunas realizaciones, una muestra que comprende 25
el ARN diana puede utilizarse en los métodos descritos en el presente documento utilizando ácidos nucleicos totales 
extraídos de especímenes frescos o degradados; sin la necesidad de eliminación de ADN genómico para la 
secuenciación de ADNc; sin la necesidad de agotamiento de ARN ribosómico para la secuenciación de ADNc; sin la 
necesidad de rotura mecánica o enzimática en cualquiera de las etapas; sometiendo el ARN a síntesis de ADNc 
bicatenario utilizando hexámeros aleatorios; y sometiendo al ácido nucleico a reparación del extremo, fosforilación y 30
adenilación en un tubo único.

En algunas realizaciones, la secuencia nucleotídica diana conocida puede estar comprendida por un reordenamiento 
de genes. Los métodos descritos en el presente documento son adecuados para determinar la presencia y/o la 
identidad de un reordenamiento de genes ya que previamente se debe conocer la identidad de solo una mitad del 35
reordenamiento de genes (es decir, la mitad del reordenamiento de genes que es identificada por los cebadores 
específicos a diana). En algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede comprender un oncogén. En 
algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede comprender un oncogén de fusión.

En algunas realizaciones, el ácido nucleico diana puede estar comprendido por una muestra. En algunas realizaciones, 40
el ácido nucleico diana puede estar comprendido por una muestra obtenida de un sujeto. En algunas realizaciones 
una muestra puede ser una muestra diagnóstica obtenida de un sujeto. En algunas realizaciones, una muestra además 
puede comprender proteínas, células, fluidos, fluidos biológicos, conservantes y/u otras sustancias. A modo de ejemplo 
no limitante, una muestra puede ser un frotis de mejilla, sangre, suero, plasma, esputo, fluido cerebroespinal, orina, 
lágrimas, aislados alveolares, líquido pleural, líquido pericárdico, líquido quístico, tejido tumoral, tejido, una biopsia, 45
saliva, una aspiración o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, una muestra puede obtenerse por 
extirpación o biopsia.

En algunas realizaciones, la muestra puede obtenerse de un sujeto que necesita tratamiento para el cáncer. En 
algunas realizaciones, la muestra puede comprender una población de células tumorales, por ejemplo, al menos una 50
célula tumoral. En algunas realizaciones, la muestra puede comprender una biopsia de tumor, incluyendo, pero sin 
limitación, tejido de biopsia no tratado o tejido de biopsia tratado (por ejemplo, tejido de biopsia fijado en formol y/o 
embebido en parafina).

En algunas realizaciones, la muestra puede ser recién recogida. En algunas realizaciones, la muestra puede 55
almacenarse antes de utilizarse en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. En algunas 
realizaciones, la muestra es una muestra no tratada. Como se utiliza en el presente documento, "muestra no tratada" 
se refiere a una muestra biológica que no ha tenido ningún pretratamiento de muestra previo excepto la dilución y/o 
suspensión en una solución. En algunas realizaciones, una muestra puede obtenerse de un sujeto y conservarse o 
procesarse antes de ser utilizada en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. A modo de 60
ejemplo no limitante, una muestra puede ser incrustada en cera de parafina, refrigerada o congelada. Una muestra 
congelada puede descongelarse antes de determinar la presencia de un ácido nucleico de acuerdo con los métodos 
y composiciones descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra 
procesada o tratada. Métodos ilustrativos para tratar o procesar una muestra incluyen, pero sin limitación, 
centrifugación, filtración, sonicación, homogeneización, calentamiento, congelación y descongelación, puesta en 65
contacto con un conservante (por ejemplo, anticoagulante o inhibidor de la nucleasa) y cualquier combinación de los 

E13787745
04-02-2022ES 2 905 448 T3

 



16

mismos. En algunas realizaciones, la muestra puede tratarse con un reactivo químico y/o biológico. Los reactivos 
químicos y/o biológicos pueden emplearse para proteger y/o conservar la estabilidad de la muestra o el ácido nucleico 
comprendida por la muestra durante el procesamiento y/o almacenamiento. Además, o como alternativa, los reactivos 
químicos y/o biológicos pueden emplearse para liberar los ácidos nucleicos de otros componentes de la muestra. A 
modo de ejemplo no limitante, una muestra sanguínea puede tratarse con un anticoagulante antes de utilizarse en los 5
métodos y composiciones descritos en el presente documento. El experto en la técnica es bien consciente de los 
métodos y procesos para el procesamiento, la conservación o el tratamiento de las muestras para el análisis de ácido 
nucleico. En algunas realizaciones, la muestra puede ser una muestra fluida aclarada, por ejemplo, mediante 
centrifugación. En algunas realizaciones, la muestra puede aclararse mediante centrifugación a baja velocidad (por 
ejemplo, 3.000 x g o menos) y la recogida del sobrenadante que comprende la muestra fluida aclarada.10

En algunas realizaciones, el ácido nucleico presente en una muestra puede aislarse, enriquecerse o purificarse antes 
de utilizarse en los métodos y composiciones descritos en el presente documento. Los métodos de aislamiento, 
enriquecimiento o purificación de ácidos nucleicos a partir de una muestra son bien conocidos por los expertos en la 
materia. A modo de ejemplo no limitante, los kits para el aislamiento del ADN genómico de diferentes tipos de muestras 15
están disponibles en el mercado (por ejemplo n.º del catálogo 51104, 51304, 56504 y 56404; Qiagen; Germantown, 
MD).

Los métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse en múltiples técnicas. En realizaciones de los 
métodos descritos en el presente documento, las múltiples aplicaciones pueden incluir determinar la secuencia 20
nucleotídica contigua a una o más secuencias nucleotídicas diana conocidas. Como se utiliza en el presente 
documento, la "PCR múltiple" se refiere a una variante de PCR donde la amplificación simultánea de más de un ácido 
nucleico diana en un recipiente de reacción y posterior determinación de la secuencia de los productos de amplificación 
utilizando más de un conjunto de primeros y segundos cebadores específicos a diana. Múltiple puede referirse a la 
detección de entre aproximadamente 2-1.000 secuencias diana diferentes en una única reacción. Como se utiliza en 25
el presente documento, múltiple se refiere a la detección de cualquier intervalo entre 2-1.000, por ejemplo, entre 5-
500, 25-1.000 o 10-100 secuencias diana diferentes en una reacción única, etc. El término "múltiple" como se aplica 
a la PCR implica que hay cebadores específicos para al menos dos secuencias diana diferentes en la misma reacción 
de PCR.

30
En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos diana en una muestra, o distintas porciones de una muestra, pueden 
amplificarse con una pluralidad de primeros y segundos cebadores específicos a diana. En algunas realizaciones, la 
pluralidad de primeros y segundos cebadores específicos a diana puede estar presente en una mezcla de reacción 
única, por ejemplo, pueden producirse múltiples productos de amplificación en la misma mezcla de reacción. En 
algunas realizaciones, la pluralidad de conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana puede 35
hibridarse de forma específica con secuencias diana conocidas comprendidas por distintos genes. En algunas 
realizaciones, al menos dos conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de 
forma específica con diferentes porciones de una secuencia diana conocida. En algunas realizaciones, al menos dos 
conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de forma específica con diferentes 
porciones de una secuencia diana conocida comprendida por un único gen. En algunas realizaciones, al menos dos 40
conjuntos de primeros y segundos cebadores específicos a diana pueden hibridarse de forma específica con diferentes 
exones de un gen que comprende una secuencia diana conocida. En algunas realizaciones, la pluralidad de primeros 
cebadores específicos a diana puede comprender idénticas porciones de la secuencia de la etiqueta 5'.

En realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, las múltiples aplicaciones pueden incluir 45
determinar la secuencia nucleotídica contigua a una o más secuencias nucleotídicas diana conocidas en múltiples 
muestras en una reacción de secuenciación o carrera de secuenciación. Las múltiples muestras pueden ser de 
diferentes orígenes, por ejemplo, de diferentes tejidos y/o diferentes sujetos. En dichas realizaciones, el adaptador de 
cola de oligonucleótido universal además puede comprender una porción de código de barras. En algunas 
realizaciones, puede añadirse un adaptador de cola de oligonucleótido universal con una única porción de código de 50
barras a cada muestra y se liga a los ácidos nucleicos en la misma; a continuación, las muestras se agrupan después 
de la etapa (a). Cada lectura de secuenciación resultante de un producto de amplificación por ello comprenderá un 
código de barras que identifique qué muestra comprendía el ácido nucleico molde original del cual se deriva el producto 
de amplificación. El uso de porciones de código de barras en las aplicaciones de secuenciación de última generación 
es bien conocido en la técnica y está descrito, por ejemplo, en Margulies, M. et al. "Genome Sequencing in 55
Microfabricated High-Density Picolitre Reactors", Nature, 437, 376-80 (2005); Mikkelsen, T. et al. "Genome-Wide Maps 
of Chromatin State in Pluripotent and Lineage-Committed Cells", Nature, 448, 553-60 (2007); McLaughlin, S. et al. 
"Whole-Genome Resequencing With Short Reads: Accurate Mutation Discovery With Mate Pairs and Quality Values", 
ASHG Annual Meeting (2007); Shendure I. et al. "Accurate Multiplex Polony Sequencing of an Evolved Bacterial 
Genome", Science, 309, 1728-32 (2005); Harris, T. et al. "Single-Molecule DNA Sequencing of a Viral Genome", 60
Science, 320, 106-9 (2008); Simen, B. et al. "Prevalence of LoW Abundance Drug Resistant Variants by Ultra Deep 
Sequencing in Chronically HIV-infected Antiretroviral (ARV) Naive Patients and the Impact on Virologic Outcomes", 
16th International HIV Drug Resistance Workshop, Barbados (2007); Thomas, R. et al. "Sensitive Mutation Detection 
in Heterogeneous Cancer Specimens by Massively Parallel Picoliter Reactor Sequencing", Nature Med., 12, 852-855 
(2006); Mitsuya, Y et al. "Minority Human Immunodeficiency Virus Type 1 Variants in Antiretroviral-Naive Persons With 65
Reverse Transcriptase Codon 215 Revertant Mutations", I. Vir., 82, 10747-10755 (2008); Binladen, J. et al. "The Use 
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of Coded PCR Primers Enables High-Throughput Sequencing of Multiple HomologAmplification Products by 454 
Parallel Sequencing", PLoS ONE, 2, e197 (2007); y Hoffmann, C. et al. "DNA Bar Coding and PyROS1equencing to 
Identify Rare HIV Drug Resistance Mutations", Nuc. Acids Res., 35, e91 (2007).

En algunas realizaciones de la tecnología descrita en el presente documento, la determinación de la secuencia 5
contigua a una secuencia diana de oligonucleótido conocida puede proporcionar información relevante al tratamiento 
de la enfermedad, y/o puede comprender un método para tratar la enfermedad. En algunas realizaciones, la muestra 
puede ser de un sujeto que necesita tratamiento para una enfermedad asociada a una alteración genética. En algunas 
realizaciones, la secuencia diana de oligonucleótido conocida puede estar comprendida por un gen asociado a la 
enfermedad, por ejemplo, un oncogén. En algunas realizaciones, la secuencia contigua a una secuencia diana 10
oligonucleotídica conocida y/o la secuencia diana oligonucleotídica conocida pueden comprender una mutación o 
anormalidad genética que está asociada a la enfermedad, por ejemplo, un SNP, una inserción, una deleción y/o un 
reordenamiento de genes. En algunas realizaciones, la secuencia contigua a una secuencia diana oligonucleotídica 
conocida y/o la secuencia diana oligonucleotídica conocida presentes en una muestra pueden comprender un producto 
de reordenamiento de genes. En algunas realizaciones, el reordenamiento de genes puede ser un oncogén, por 15
ejemplo, un oncogén de fusión.

Determinados tratamientos contra el cáncer son en particular efectivos contra los tumores que comprenden 
determinados oncogenes, por ejemplo, un agente de tratamiento que se dirige a la acción o la expresión de un oncogén 
de fusión dado puede ser efectivo contra tumores que comprenden ese oncogén de fusión pero no contra los tumores 20
que carecen del oncogén de fusión. Los métodos descritos en el presente documento pueden permitir la determinación 
de secuencias específicas que revelan el estado del oncogén (por ejemplo, mutaciones, SNP y/o reordenamientos). 
Como se describe en el presente documento, los métodos descritos en el presente documento.además pueden 
permitir la determinación de secuencias específicas cuando se conoce solo la secuencia de un solo flanco, por ejemplo, 
los métodos descritos en el presente documento pueden determinar la presencia y la identidad de los reordenamientos 25
de genes que implican oncogenes conocidos donde no se conocen la localización precisa y/o la pareja de 
reordenamiento antes de que se realicen los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la tecnología descrita en el presente documento se refiere a un método para tratar un cáncer, 
comprendiendo el método; detectar, en una muestra de tumor obtenida de un sujeto que necesita tratamiento para el 30
cáncer, la presencia de uno o más reordenamientos de oncogenes de acuerdo con el método descrito en el presente 
documento; administrar un tratamiento para el cáncer que es efectivo contra los tumores que tienen cualquiera de los 
reordenamientos de oncogenes detectados. En algunas realizaciones, la tecnología descrita en el presente documento 
se refiere a un método para determinar si un sujeto que necesita tratamiento para el cáncer será sensible a un 
tratamiento dado, comprendiendo el método; detectar, en una muestra de tumor obtenida del sujeto, la presencia de 35
un reordenamiento de oncogenes de acuerdo con el método descrito en el presente documento; en donde se 
determina que un sujeto es sensible a un tratamiento que se dirige a un producto de reordenamiento de oncogenes si 
se detecta la presencia del reordenamiento del oncogén.

En algunas realizaciones, por ejemplo, la muestra es obtenida de un sujeto que necesita tratamiento para el cáncer 40
de pulmón, la secuencia diana oligonucleotídica conocida puede comprender una secuencia de un gen seleccionado 
del grupo de ALK; ROS1; y RET. Los reordenamientos de genes que implican los genes ALK, ROS1 y RET y que dan 
como resultado oncogenes de fusión son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Soda et al. Nature 2007 
448561-6: Rikova et al. Cell 2007 131:1190-1203; Kohno et al. Nature Medicine 2012 18:375-7; Takouchi et al. Nature 
Medicine 2012 18:378-81: Sin embargo, la localización precisa del reordenamiento de genes (por ejemplo, dónde se 45
ha dado el reordenamiento en el gen ALK, ROS1, y/o RET), y la identidad del segundo gen implicado en el 
reordenamiento puede variar. En los métodos descritos en el presente documento, la presencia y la identidad de tal 
reordenamiento puede detectarse sin tener que conocer la localización del reordenamiento o la identidad del segundo 
gen implicado en el reordenamiento de genes.

50
En algunas realizaciones, la secuencia diana conocida puede comprender la secuencia de un gen seleccionado del 
grupo de: ALK; ROS1; y RET. En algunas realizaciones, al menos un conjunto de un primer cebador específico de
diana y un segundo cebador específico de diana pueden seleccionarse del grupo que consiste en; SEQ ID NO: 5 y 6; 
SEQ ID NO: 7 y 8; SEQ ID NO: 9 y 10; SEQ ID NO: 11 y 12; SEQ ID NO: 13 y 14; SEQ ID NO: 15 y 16; SEQ ID NO: 
17 y 18; SEQ ID NO: 19 y 20; SEQ ID NO: 21 y 22; SEQ ID NO: 23 y 24; SEQ ID NO: 25 y 26; SEQ ID NO: 27 y 28; 55
SEQ ID NO: 29 y 30; SEQ ID NO: 31 y 32; SEQ ID NO: 33 y 34; SEQ ID NO: 35 y 36; y las SEQ ID NO: 37 y 38.

En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de ALK en una muestra obtenida de un tumor en 
un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 
consiste en: un inhibidor de ALK; crizotinib (PF-02341066); AP26113; LDK378; 3-39; AF802; IPI-504; ASP3026; AP-60
26113; X-396; GSK-1838705A; CH5424802; inhibidores de diamino y aminopirimidina de la actividad cinasa de ALK 
tal como NVP-TAE684 y PF-02341066 (véase, por ejemplo, Galkin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2007, 104:270-
275; Zou et al. Cancer Res, 2007, 67:4408-4417; Hallberg y Palmer F1000 Med Reports 2011 3:21; y Sakamoto et al. 
Cancer Cell 2011 19:679-690) y moléculas desveladas en el documento WO 04/079326. Un inhibidor de ALK puede 
incluir cualquier agente que reduzca la expresión y/o la actividad cinasa de ALK o una porción del mismo, incluidos, 65
por ejemplo, oligonucleótidos, moléculas pequeñas y/o péptidos que reduzcan la expresión y/o la actividad de ALK o 
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una porción de los mismos. Como se utiliza en el presente documento, "cinasa de linfoma anaplásico" o "ALK" se 
refiere a una tirosina cinasa transmembrana normalmente implicada en regulación neuronal en la forma tipo silvestre. 
La secuencia nucleotídica del gen ALK y el ARNm es conocida para un número de especies, incluida la humana (por 
ejemplo, SEQ ID NO: 2 (ARNm), ID gen de NCBI: 238).

5
En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de ROS1 en una muestra obtenida de un tumor 
en un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 
consiste en: un inhibidor de ROS1 y un inhibidor de ALK como se ha descrito anteriormente en el presente documento 
(por ejemplo, crizotinib). Un inhibidor de ROS1 puede incluir cualquier agente que reduzca la expresión y/o la actividad 
cinasa de ROS1 o una porción del mismo, incluidos, por ejemplo, oligonucleótidos, moléculas pequeñas y/o péptidos 10
que reduzcan la expresión y/o la actividad de ROS1 o una porción de los mismos. Como se utiliza en el presente 
documento, "oncogén 1 c-ROS1" o "ROS1" (también denominado en la técnica como ROS1-1) se refiere a una tirosina 
cinasa transmembrana de la subfamilia sevenless y que interactúa con PTPN6. La secuencia nucleotídica del gen 
ROS1 y el ARNm es conocida para un número de especies, incluida la humana (por ejemplo, SEQ ID NO: 1 (ARNm), 
ID gen de NCBI: 238).15

En algunas realizaciones, la presencia de un reordenamiento génico de RET en una muestra obtenida de un tumor en 
un sujeto puede indicar que el tumor es susceptible a tratamiento con un tratamiento seleccionado del grupo que 
consiste en: un inhibidor de RET; DP-2490, DP-3636, SU5416; BAY 43-9006, BAY 73-4506 (regorafenib), ZD6474, 
NVP-AST487, sorafenib, RPI-1, XL184, vandetanib, sunitinib, imatinib, pazopanib, axitinib, motesanib, gefitinib y 20
witaferin A (véase, por ejemplo, Samadi et al. Surgery 2010 148:1228-36; Cuccuru et al. JNCI 2004 13:1006-1014; 
Akeno-Stuart et al. Cancer Research 67:6956; Grazma et al. J. Clin. Oncol. 2010 28:15s 5559; Mologni et al. J. Mol. 
Endocrinol 2006 37:199-212; Calmomagno et al. Journal NCI 2006 98:326-334; Mologni. Curr. Med. Chem. 2011 
18:162-175 y los compuestos desvelados en el documento WO 06/034833; la publicación de patente de Estados 
Unidos 2011/0201598 y la patente de Estados Unidos n.º 8.067.434. Un inhibidor de RET puede incluir cualquier 25
agente que reduzca la expresión y/o la actividad cinasa de RET o una porción del mismo, incluidos, por ejemplo, 
oligonucleótidos, moléculas pequeñas y/o péptidos que reduzcan la expresión y/o la actividad de RET o una porción 
de los mismos. Como se utiliza en el presente documento, "reordenado durante la transfección" o "RET" se refiere a 
un receptor tirosina cinasa de la superfamilia cadherina que está implicado en el desarrollo de la cresta neural y 
reconoce las moléculas de señalización de la familia del factor neurotrófico derivado de la línea de células gliales. La 30
secuencia nucleotídica del gen ROS1 y el ARNm es conocida para un número de especies, incluida la humana (por 
ejemplo, las SEQ ID NO: 3-4 (ARNm), ID gen de NCBI: 5979).

Ejemplos no limitantes adicionales de aplicaciones de los métodos descritos en el presente documento incluyen 
detección de marcadores de malignidad hematológica y paneles de los mismos (por ejemplo, incluidos aquellos para 35
detectar los reordenamientos genómicos en linfomas y leucemias), detección de los reordenamientos genómicos 
relacionados con sarcoma y paneles de los mimos; y detección de los reordenamientos génicos de IGH/TCR y paneles 
de los mismos para ensayar el linfoma.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se refieren a tratar un sujeto que tiene o 40
ha sido diagnosticado como que tiene, por ejemplo, cáncer con un tratamiento para el cáncer. Los sujetos que tienen 
cáncer pueden ser identificados por un médico utilizando métodos actuales de diagnóstico de cáncer. Por ejemplo, los 
síntomas y/o complicaciones del cáncer de pulmón que caracterizan estas condiciones y ayudan en el diagnóstico son 
bien conocidos en la técnica e incluyen, pero sin limitación, respiración débil, ganglios linfáticos inflamados por encima 
de la clavícula, sonidos anormales en los pulmones, matidez cuando se da golpecitos en el pecho, y dolor de pecho. 45
Las pruebas que pueden ayudar al diagnóstico de, por ejemplo, cáncer de pulmón incluyen, pero sin limitación, rayos 
x, análisis sanguíneo para elevados niveles de determinadas sustancias (por ejemplo, calcio), escaneos por TC, y 
biopsia tumoral. Un historial familiar de cáncer de pulmón, o la exposición a factores de riesgo para el cáncer de 
pulmón (por ejemplo, fumar o exposición al humo y/o a la contaminación del aire) pueden ayudar también en la 
determinación de si el sujeto es probable que tenga cáncer de pulmón o en la realización de un diagnóstico de cáncer 50
de pulmón.

El cáncer puede incluir, pero sin limitación, carcinoma, incluido adenocarcinoma, linfoma, blastoma, melanoma, 
sarcoma, leucemia, cáncer de células escamosas, cáncer de pulmón microcítico, cáncer de pulmón no microcítico, 
cáncer gastrointestinal, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, cáncer pancreático, glioblastoma, carcinoma basocelular, 55
cáncer de las vías biliares, cáncer de vejiga, cáncer cerebral, incluidos glioblastomas y meduloblastomas; cáncer de 
mama, cáncer de cuello uterino, coriocarcinoma; cáncer de colon, cáncer colorrectal, carcinoma de endometrio, cáncer 
endometrial; cáncer de esófago, cáncer gástrico; diversos tipos de cáncer de cabeza y cuello, neoplasias 
intraepiteliales, incluida la enfermedad de Bowen y la enfermedad de Paget; neoplasias hematológicas, incluida la 
leucemia linfocítica y mielógena aguda; sarcoma de Kaposi, tricoleucemia; leucemia mielógena crónica, leucemias 60
relacionadas al SIDA y linfoma o leucemia de linfocitos T del adulto; cáncer renal tal como cáncer de células renales, 
leucemia/linfoma linfoblástica aguda de linfocitos T, linfomas, incluida la enfermedad de Hodgkin y linfomas linfocíticos; 
cáncer de hígado tal como carcinoma hepático y hepatoma, carcinoma de células de Merkel, melanoma, mieloma 
múltiple; neuroblastomas; cáncer oral, incluido carcinoma escamocelular; cáncer de ovario, incluidos aquellos que 
surgen de células epiteliales, sarcomas, incluido el leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma, fibrosarcoma y 65
osteosarcoma; cáncer pancreático; cáncer de piel, incluido el melanoma, células estromales, células germinales y 
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células mesenquimales; cáncer de próstata, cáncer de recto; cáncer de vulva, cáncer renal, incluido el 
adenocarcinoma; cáncer testicular, incluidos tumores germinales tales como seminoma, no seminoma (teratomas, 
coriocarcinomas), tumores estromales y tumores de células germinales; cáncer de tiroides, incluido el adenocarcinoma 
de tiroides y el carcinoma medular; cáncer de esófago, carcinoma de las glándulas salivales y tumores de Wilms. En 
algunas realizaciones, el cáncer puede ser cáncer de pulmón.5

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar una cantidad 
efectiva de las composiciones descritas en el presente documento, por ejemplo, un tratamiento para el cáncer a un 
sujeto para aliviar un síntoma de un cáncer. Como se utiliza en el presente documento, "aliviar un síntoma de un 
cáncer" es mejorar cualquier afección o síntoma asociado al cáncer. En comparación con un control no tratado 10
equivalente, tal reducción es de al menos un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 80 %, un 90 %, 
un 95 %, un 99 % o más medido mediante cualquier técnica estándar. Los expertos en la materia conocen diversos
medios para administrar las composiciones descritas en el presente documento a sujetos. Dichos métodos pueden 
incluir, pero sin limitación, administración oral, parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutánea, transdérmica, 
respiratoria (aerosol), pulmonar, cutánea, tópica, por inyección o intratumoral. La administración puede ser local o 15
sistémica. La expresión "cantidad efectiva" como se utiliza en el presente documento se refiere a la cantidad de un
tratamiento necesario para aliviar al menos uno o más síntomas de la enfermedad o el trastorno, y se refiere a una 
cantidad suficiente de la composición farmacológica para proporcionar el efecto deseado. Por lo tanto, la expresión 
"cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad que es suficiente para efectuar un efecto anticanceroso 
particular cuando se administra a un sujeto típico. Una cantidad efectiva como se utiliza en el presente documento, en 20
diversos contextos, también incluiría una cantidad suficiente para retrasar el desarrollo de un síntoma de la 
enfermedad, alterar el curso de un síntoma de la enfermedad (por ejemplo, pero sin limitación, ralentizar la progresión 
de un síntoma de la enfermedad) o invertir un síntoma de la enfermedad. Por tanto, en general no es viable para 
especificar una "cantidad efectiva" exacta. Sin embargo, en cualquier caso, un experto en la materia puede determinar 
una "cantidad efectiva" adecuada utilizando únicamente experimentación rutinaria. Se puede hacer un seguimiento de 25
los efectos de cualquier dosificación particular mediante un bioensayo adecuado. La dosificación es determinada por 
un médico y se ajusta, según sea necesario, para adaptarse a los efectos observados del tratamiento.

Ejemplos no limitantes de un tratamiento para el cáncer pueden incluir terapia con radiación, cirugía, gemcitabina, 
cisplatino, paclitaxel, carboplatino, bortezomib, AMG479, vorinostat, rituximab, temozolomida, rapamicina, ABT-737, 30
PI-103; agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida CYTOXAN®; alquilsulfonatos tales como busulfano, 
improsulfano y piposulfano; aziridinas tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y 
metilmelaminas que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y 
trimetilolmelamina; acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona); una camptotecina (incluido el análogo 
sintético topotecán); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluidos sus análogos sintéticos adozelesina, carzelesina y 35
bizelesina); criptoficinas (en particular, criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los 
análogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas 
nitrogenadas tales como clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, 
clorhidrato de óxido de mecloretamina, melfalán, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de 
uracilo; nitroureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibióticos 40
tales como los antibióticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gamma 1I y 
caliqueamicina omega I1 (véase, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); dinemicina, incluida 
dinemicina A; bisfosfonatos, tal como clodronato; una esperamicina; así como cromóforo de neocarzinostatina y 
cromóforos de antibióticos de cromoproteína enediina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, 
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina, carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, 45
daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina ADRIAMYCIN® (incluidas morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolin-doxorrubicina y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, 
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, ácido micofenólico, nogalamicina, 
olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, 
tubercidina, ubenimex, cinostatina, zorrubicina; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); 50
análogos de ácido fólico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; análogos de purina tales 
como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; análogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 
6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrógenos tales como 
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antisuprarrenales tales como 
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedor de ácido fólico tal como ácido frolínico; aceglatona; glucósido de 55
aldofosfamida; ácido aminolevulínico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; 
demecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglúcido; nitrato de galio; hidroxiurea; 
lentinano; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; 
mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; ácido podofilínico; 2-etilhidrazida; 
procarbazina; complejo de polisacárido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, Oreg.); razoxano; rizoxina; sizofurano; 60
espirogermanio; ácido tenuazónico; triaziquona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, 
verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; 
pipobromano; gacitosina; arabinósido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® 
(Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE®, exento de Cremofor, formulación de nanopartículas 
de paclitaxel diseñadas por ingeniería con albúmina (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Ill.) y doxetaxel 65
TAXOTERE® (Rhône-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina GEMZAR®; 6-tioguanina; 
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mercaptopurina; metotrexato; análogos de platino tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina; platino; 
etopósido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE.RTM. vinorelbina; novantrona; tenipósido; 
edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; irinotecán (Camptosar, CPT-11) (incluido el régimen de 
tratamiento de irinotecán con 5-FU y leucovorina); inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina 
(DMFO); retinoides tales como ácido retinoico; capecitabina; combretastatina; leucovorina (LV); oxaliplatino, incluido 5
el régimen de tratamiento con oxaliplatino (FOLFOX); lapatinib (Tykerb.RTM.); inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-Ras, 
EGFR (por ejemplo, erlotinib (TARCEVA®)) y VEGF-A que reducen la proliferación celular y sales farmacéuticamente 
aceptables, ácidos o derivados de cualquiera de los anteriores. Adicionalmente, los métodos de tratamiento además 
pueden incluir la utilización de la radiación o la terapia con radiación. Además, los métodos de tratamiento además 
pueden incluir la utilización de tratamientos por cirugía.10

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden ser aplicables para la 
resecuenciación, por ejemplo, para confirmar secuencias de baja calidad y/o complejas particularmente relevantes 
obtenidas mediante secuenciación no dirigida de una gran cantidad de ácidos nucleicos. A modo de ejemplos no 
limitantes, los métodos descritos en el presente documento pueden permitir la resecuenciación dirigida de paneles de 15
genes de la enfermedad dirigidos (por ejemplo, 10-100 genes), la resecuenciación para confirmar variantes obtenidas 
en proyectos de secuenciación a gran escala, resecuenciación de exoma completo y/o resecuenciación dirigida para 
la detección de variantes nucleotídicas sencillas, variantes nucleotídicas múltiples, inserciones, deleciones, cambios 
del número de copias y estado de la metilación.

20
En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden permitir la secuenciación de la 
microbiota, la secuenciación de muestra antigua y/o el genotipado de nueva variante de virus.

Las publicaciones citadas en el presente documento se proporcionan únicamente para su divulgación antes de la fecha 
de presentación de la presente solicitud. Nada en este sentido debe interpretarse como una admisión de que los 25
inventores no tienen derecho a ser anterior a dicha divulgación en virtud de una invención anterior o por cualquier otra 
razón. Todas las declaraciones sobre la fecha o la representación sobre el contenido de estos documentos se basan 
en la información disponible para los solicitantes y no constituyen un reconocimiento en cuanto a la exactitud de las 
fechas o el contenido de estos documentos.

30
La descripción de las realizaciones de la divulgación no tiene la intención de ser exhaustiva o limitar la divulgación a 
las formas precisas desveladas. Aunque las realizaciones específicas de, y los ejemplos para, la divulgación se 
describen en el presente documento con fines ilustrativos, son posibles diferentes modificaciones dentro del alcance 
de la divulgación, como reconocerán los expertos en la técnica relevante. Por ejemplo, aunque las etapas o las 
funciones del método estén presentes en un orden dado, realizaciones alternativas pueden realizar funciones en un 35
orden diferente, o las funciones pueden realizarse básicamente al mismo tiempo. Los descubrimientos de la 
divulgación proporcionada en el presente documento pueden aplicarse a otros procedimientos o métodos como sea 
apropiado. Las diferentes realizaciones descritas en el presente documento se pueden combinar para proporcionar 
realizaciones adicionales. Los aspectos de la divulgación pueden modificarse, si es necesario, para emplear las 
composiciones, las funciones y los conceptos de las anteriores referencias y la aplicación para proporcionar 40
realizaciones más adicionales de la divulgación. Estos y otros cambios pueden realizarse a la divulgación 
considerando la descripción detallada anteriormente. Se pretende que todas estas modificaciones estén incluidas 
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Los elementos específicos de cualquiera de las anteriores realizaciones pueden combinarse o sustituirse para los 45
elementos en otras realizaciones. Asimismo, aunque se han descrito las ventajas asociados con determinadas 
realizaciones de la divulgación en el contexto de estas realizaciones, otras realizaciones también pueden presentar 
tales ventajas, y no todas las realizaciones necesitan presentar tales ventajas para estar dentro del alcance de la 
divulgación.

50
La tecnología descrita en el presente documento se ilustra además mediante los siguientes ejemplos que de ninguna 
manera deben interpretarse como limitantes adicionales.

Ejemplos
55

Ejemplo 1

En una realización, en el presente documento se describe un ensayo que utiliza un novedoso adaptador en forma de 
Y medio truncado para la construcción de genoteca de secuenciación de última generación seguido de dos reacciones 
en cadena de la polimerasa con extremo único anidadas capaces de enriquecimiento dirigido rápido y eficaz utilizando 60
ARN o ADN genómico como molde a partir de especímenes frescos o fijados en formol y embebidos en parafina 
(FFPE). Este método de enriquecimiento posibilita la resecuenciación dirigida de ADNc o ADNg para la detección 
potencial de alteraciones genéticas (variantes nucleotídicas sencillas, inserciones/deleciones y número de copias), 
alteraciones epigenéticas (metilación), expresión génica y reordenamientos genómicos.

65
El enriquecimiento dirigido antes de la secuenciación de última generación es más rentable que la secuenciación del 
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genoma completo, el exoma completo y el transcriptoma completo y, por lo tanto, más práctico para la implementación 
general tanto para la investigación científica como las aplicaciones clínicas. La elevada profundidad de cobertura 
proporcionada por los planteamientos de enriquecimiento dirigido permite un mayor rango dinámico para el recuento 
de alelo (en evaluación de la expresión génica y el número de copias) y la detección de mutaciones de baja frecuencia, 
un rasgo crucial para la evaluación de las mutaciones somáticas en cáncer. Antes de que sea posible la general 5
implementación de la secuenciación del genoma completo o el exoma completo, el pilar de la secuenciación de última 
generación clínica implicará seleccionar paneles de la enfermedad con un número distinto de dianas génicas. 
Igualmente, los estudios científicos para el análisis de grandes tamaños de muestras basándose en las dianas génicas 
definidas también requerirán un medio económico para el genotipado. Los ensayos descritos en el presente 
documento serían aplicables en ambos de estos escenarios.10

Para la detección de reordenamientos inter e intracromosómicos, la secuenciación del genoma completo o 
transcriptoma es útil para nuevos descubrimientos de reordenamientos genómicos y no requiere conocimiento previo 
de las parejas génicas/cromosómicas implicadas. Sin embargo, estos planteamientos de transcriptoma y genoma 
completo actualmente no está en práctica en el marco clínico debido al elevado coste, la baja profundidad de 15
secuenciación que da como resultado escasa sensibilidad y la alta demanda de análisis bioinformáticos. La hibridación 
fluorescente in situ (FISH) ha sido el método de referencia para la detección de los reordenamientos genómicos en 
las clínicas; sin embargo, el ensayo es de bajo rendimiento y su implementación requiere equipo especial y un 
conocimiento experto o experiencia. La RT-PCR es también efectiva para detectar tales reordenamientos pero requiere 
de conocimiento de tanto las parejas 5' como 3' y no se puede poner a escala para un gran número de dianas/muestras.20

Ejemplos de ensayos de enriquecimiento preparatorios comúnmente utilizados para la secuenciación de última 
generación incluyen ensayos de captura basados en hibridación (TruSeq Capture, Illumina; captura híbrida SureSelect, 
Agilent) y análisis basado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (HaloPlex, Agilent; AmpliSeq, Ion Torrent; 
TruSeq Amplicon, Illumina; PCR en emulsión/digital, Raindance). Los planteamientos basados en hibridación no solo 25
capturan las secuencias dirigidas cubiertas por las sondas de captura sino también las bases cercanas inespecíficas 
que consumen la capacidad de secuenciación adicional. Adicionalmente, estos métodos requieren mucho tiempo, son 
laboriosos y menos específicos. Un planteamiento basado en amplificación por PCR es más sencillo y rápido pero 
mediante el diseño convencional requiere de tanto cebadores directos como inversos que flanqueen los loci diana. En 
particular, para la detección de reordenamientos genómicos con parejas de fusión desconocidas, la PCR no es 30
aplicable.

En el presente documento se describe un ensayo de enriquecimiento dirigido que utiliza un novedoso adaptador en 
forma de Y medio truncado para la construcción de la genoteca de secuenciación de última generación, que posibilita 
la rápida secuenciación de ADNc o ADNg de especímenes frescos o FFPE. La Figura 1 esboza la construcción de 35
genoteca para el enriquecimiento dirigido utilizando un adaptador Y medio truncado para la secuenciación Ion Torrent 
como ejemplo. Notablemente, este método es adaptable para cualquier otra plataforma de secuenciación de última 
generación, incluidas, pero sin limitación, Illumina, SOLiD y 454. En resumen, un ADNc o ADNg bicatenario, partido 
aleatoriamente puede someterse a reparación en el extremo, adenilación y, a continuación, ligarse a uno o ambos 
extremos con el adaptador Y universal para crear una secuencia universal para iniciar la PCR y la posterior 40
secuenciación. Una ronda inicial de PCR que utiliza un cebador específico de diana marcado con una cola de relleno 
(la cola de relleno ayuda en la multiplexación de un elevado número de dianas) y un cebador igual a las 20 bases en 
el saliente adaptador Y 5'. Se lleva a cabo una segunda ronda de PCR con un cebador igual a las 30 bases en el 
saliente adaptador Y 5' y un segundo cebador específico de diana anidado en tándem que se hibrida en dirección 3' 
del primer cebador específico de diana. El segundo cebador anidado en tándem está marcado en 5' con la secuencia 45
del segundo cebador requerido para la posterior PCR en emulsión o agrupación dependiendo de la tecnología de 
secuenciación. La elevada especificidad en este sistema se consigue con los cebadores anidados en tándem 
unidireccionales que cubrirán de manera efectiva una secuencia diana de 36-40 bases o más (dependiendo del 
espacio entre los cebadores). Cabe destacar que, el número de ciclos de la PCR pueden optimizarse dependiendo de 
cuánto material de ácido nucleico de partida se usa, el número de muestras agrupadas, y el número de dianas.50

En resumen, el método utiliza un adaptador Y medio truncado para marcar de forma universal todos los fragmentos 
de ADNbc con un extremo 3' común que se utiliza para dos rondas de PCR que utilizan dos cebadores específicos a 
diana anidados unidireccionales para la especificidad. La aplicación de cebadores anidados marcados también evita 
los efectos de la homodimerización y la heterodimerización del cebador cuando se dirigen a muchos sitios diferentes 55
en el genoma o transcriptoma. Además de las dianas de multiplexación, los métodos descritos en el presente 
documento también permiten el agrupamiento de múltiples muestras después del ligamiento del adaptador Y (Etapa 
2) durante el cual las muestras individuales se ligan a adaptadores de código de barras únicos. Una vez añadido el 
código de barras mediante el ligamiento del adaptador Y, se pueden agrupar múltiples muestras en un tubo de reacción 
para posterior enriquecimiento dirigido.60

A diferencia de la detección de reordenamientos genómicos que es más tolerante a los errores de secuenciación de 
inserción y deleción tales como los encontrados en la secuenciación por Ion Torrent y 454 como resultado de 
homopolímeros, la detección de mutaciones de base única y bases múltiples (incluidas las inserciones y las 
deleciones) requiere secuenciación más precisa alcanzable con la plataforma de secuenciación Illumina. Para este fin, 65
la genoteca con adaptador Y medio truncado puede convertirse en una genoteca de Illumina, por ejemplo, mediante 
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la amplificación del brazo 3' truncado saliente del adaptador Y utilizando un cebador marcado con Illumina hacia la 
secuencia del adaptador (con código de barras o sin código de barras) y cebadores anidados específicos a gen 
marcados (GSP2 marcados con cebador invertido Illumina). De manera similar, la secuenciación bidireccional también 
se puede conseguir introduciendo un cebador de secuenciación mediante el brazo del adaptador Y 3' truncado saliente 
utilizando un cebador marcado durante la primera PCR, Etapa 3.5

Los ensayos y métodos descritos en el presente documento se han aplicado sobre ADNc derivado de especímenes 
FFPE para la detección de las fusiones del gen ROS1 utilizando siete cebadores específicos a gen que se dirigen a 
siete exones que comprenden el domino cinasa de ROS1. Los reordenamientos genómicos de ROS1 se detectaron 
con parejas de fusión conocidas y previamente desconocidas tales como las fusiones "SLC34A2 Exón 12 - ROS110
Exón 34" y "EZR Exón 9 - ROS1 Exón 34". El ensayo alcanzó elevada especificidad de diana (aproximadamente 85-
95 % cuando se mapea utilizando la referencia hg19 de genoma humano), que posibilita la secuenciación de múltiples 
muestras incluso dentro de plataformas de secuenciación a la escala más pequeña (y, por tanto, las menos caras) tal 
como el chip PGM 314 de Ion Torrent con resultados de cobertura elevados (7 loci dirigidos, 5 muestras, >1000 X 
cobertura para cada diana por muestra). La Figura 2 muestra el mapeo de las lecturas de secuenciación para los loci 15
diana en el dominio cinasa del gen ROS1.

Las ventajas de los métodos descritos en el presente documento incluyen:

1. Los métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse para enriquecimiento dirigido de ADNc o 20
ADNg bicatenario de muestras frescas o FFPE, permitiendo el mapeo de los extremos 5' y 3' de los fragmentos 
diana de ADNc o ADNg, utilizando la secuenciación de última generación. Los planteamientos actuales basados 
en hibridación requieren de días de preparación e hibridación, y muestran inferior especificidad con captura de 
secuencias cercanas inespecíficas. Los planteamientos actuales basados en la amplificación requieren cebadores 
directos e inversos conocidos mediante diseño y no son susceptibles a multiplexación a gran escala de dianas.25
2. Análisis bioinformático simple. Dependiendo del número de las dianas seleccionadas, el análisis de los datos 
generados a partir de este ensayo es simple y rápido. Adicionalmente, puede establecerse para ser compatible 
con las herramientas bioinformáticas existentes en la actualidad. Por tanto, pequeños laboratorios clínicos son 
capaces de realizar el análisis de datos sin la necesidad de inversión significativa en herramientas bioinformáticas, 
lo cual sería una limitación para la implementación clínica general de la secuenciación de última generación.30
3. Elevada especificidad (aproximadamente 85-95 %). Una construcción de adaptador Y convencional que tiene 
ambos componentes de cebadores directos e inversos (salientes 5' y 3') para la construcción rutinaria de la 
genoteca introducirá un elevado nivel de secuenciación inespecífica de fondo debido el remanente del material de 
partida la de biblioteca genómica o de transcriptoma "secuenciable". Por ejemplo, si la diana es de un tamaño de 
100 pb y está presente en dos copias en un genoma, la relación de diana y genoma es de aproximadamente 35
1:3x107. Los planteamientos basados en hibridación normalmente emplean cebos oligonucleotídicos biotinilados 
para extraer los fragmentos diana hibridados mediante perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina. Justo un 
evento de unión no específica fuera de lo posible 3x107 de posibilidades podría drásticamente dar como resultado 
una tasa de inespecificidad del 50 %. La utilización de un adaptador Y medio truncado evita de manera efectiva 
este asunto de remanente de fondo, puesto que el material de partida de la genoteca no puede amplificarse en las 40
posteriores etapas preparatorias para la secuenciación. La especificidad adicional se consigue utilizando dos 
cebadores unidireccionales, con GSP2 en dirección 3' de GSP1. Efectivamente, la utilización de los dos cebadores 
en tándem produce un sitio de cebado de diana de 40 (asumir dos cebadores de 20 pares de bases de longitud) y 
mayor especificidad que con solo un cebador. La utilización de cebador 20-mero 5' en la primera PCR y el cebador 
30-mero completo (sirve como un cebador anidado para el sitio de cebado universal) en la segunda PCR aumenta 45
más la especificidad. Por último, la especificidad adicional se consigue con la utilización de cebadores marcados 
para ambas etapas de la PCR. Los cebadores marcados, a través de la formación de horquilla intramolecular, 
previenen la propagación de los homodímeros y los heterodímeros de cebador que podrían sobrepasar las 
reacciones de la PCR y conducir a productos artifactuales no deseados; por lo tanto, los cebadores marcados 
permiten la capacidad de multiplexación de muchas dianas mientras que se evita los dímeros de cebadores.50
4. Coste económico. Los componentes claves en los métodos descritos en el presente documento son cebadores 
marcados no modificados convencionales, reactivos de PCR estándar, y termociclación rutinaria. A diferencia de 
los métodos de captura basados en hibridación o equipos de PCR digitales microfluídicos, el protocolo de 
enriquecimiento dirigido descrito evita la utilización de oligonucleótidos biotinilados relativamente caros, perlas 
magnéticas recubiertas con estreptavidina, y equipo especial. Una vez fabricadas, las mezclas de cebador GSP1 55
y GSP2 agrupadas pueden utilizarse para miles de reacciones.
5. Automatización. Debido a que el método descrito en el presente documento depende de técnicas de PCR 
estándares y de limpieza por SPRI, existe un potencial para la automatización simple en aplicaciones de alto 
rendimiento. Los volúmenes pueden ajustarse para placas de 384 pocillos para la implementación de ultra-alto 
rendimiento.60

Las aplicaciones de los métodos y los ensayos descritos en el presente documento incluyen, pero sin limitación: 1. Un 
panel de translocación del cáncer de pulmón que consiste en dianas terapéuticas conocidas que incluyen los genes 
ALK, ROS1 y RET; 2. paneles de malignidad hematológica que incluye aquellos para detectar los reordenamientos 
genómicos en linfomas y leucemias; 3. Panel de reordenamiento genómico del sarcoma; 4. Panel de reordenamiento 65
génico de IGH/TCR para el ensayo del linfoma; 5. Panel del gen de la enfermedad dirigido para la resecuenciación 

E13787745
04-02-2022ES 2 905 448 T3

 



23

(10-100 genes); 6. Secuenciación dirigida para confirmar variantes de proyectos de secuenciación a gran escala; 7. 
Potencial para la resecuenciación dirigida del exoma completo; 8. Resecuenciación dirigida para la detección de 
variantes nucleotídicas sencillas, variantes nucleotídicas múltiples, inserciones, deleciones, cambios del número de 
copias y estado de la metilación; 9. Secuenciación de microbiota; 10. Secuenciación de muestra antigua; 11. 
Genotipado de nueva variante de virus.5

EJEMPLO 2: Ensayo de secuenciación de última generación dirigida para la detección simultánea de los 
reordenamientos de los genes ALK, ROS1 y RET

El conocimiento del estado de reordenamiento cromosómico en cáncer es importante para la terapia dirigida 10
individualizada. Recientemente, se han descrito tres receptores de tirosina cinasas principales implicados en los 
reordenamientos en cáncer de pulmón. El reordenamiento de genes que implica el gen ALK se ha establecido como 
una diana terapéutica. Los datos tempranos del ensayo clínico sugieren que un inhibidor de ROS1 es efectivo en el 
tratamiento de pacientes que son positivos para el reordenamiento de ROS1. La evidencia in vitro ha mostrado que 
las células tumorales que albergan el reordenamiento de RET son sensibles a un inhibidor de RET. Por tanto, ALK, 15
ROS1, y RET actualmente representan tres dianas terapéuticas importantes en el cáncer de pulmón.

Los ensayos clínicos actuales para la detección de los reordenamientos de genes incluyen hibridación fluorescente in 
situ (FISH), inmunohistoquímica (IHC) y reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). 
FISH e IHC no tienen la capacidad para la creciente demanda de elevado volumen de ensayo/cribado debido a su 20
bajo rendimiento, elevado coste e interpretación compleja. Los ensayos de RT-PCR requieren de completo 
conocimiento de ambas parejas de fusión que a veces no están disponibles e impactan de manera efectiva en la 
sensibilidad clínica. La RT-PCR múltiple se ha utilizado para detener fusiones variantes que implican diferentes exones 
entre dos parejas de fusión conocidas. En general, estos ensayos se limitan a una diana génica en un enfoque temporal 
que requiere equipos de reacción múltiple y análisis.25

Los últimos ensayos basados en secuenciación de última generación para la secuenciación por captura de 
transcriptoma o diana se han aplicado mucho con el fin de investigación y descubrimiento en grandes instalaciones 
de secuenciación. Estos ensayos en el marco de la investigación en general consiguen baja profundidad de 
secuenciación debido al gran número de dianas, lo que produce baja sensibilidad analítica y posterior escasa 30
sensibilidad clínica. Aunque son razonables para grandes instalaciones de secuenciación, estos ensayos aún no están 
dentro del alcance para muchos laboratorios clínicos.

Anteriormente se han descrito métodos y ensayos relacionados con un método de secuenciación dirigida que aplica 
un novedoso adaptador en forma de Y medio truncado para la construcción de la genoteca de secuenciación de última 35
generación seguido de dos reacciones en cadena de la polimerasa anidadas con extremo único que posibilitan el 
enriquecimiento dirigido rápido y efectivo utilizando ARN o ADN genómico como molde de especímenes frescos o 
fijados en formol y embebidos en parafina (FFPE).

Según este método, en este Ejemplo se describe un ensayo específico para la detección de reordenamientos de los 40
genes ALK, ROS1 y RET (Figuras 3A-3B). Los cebadores específicos a gen (GSP1) se diseñan para cebar los exones 
cerca o en el domino de la cinasa. Los cebadores anidados (GSP2) se diseñan para cebar en dirección 3' de GSP1 
pero dentro de los mismos exones y próximo a sus GSP1 emparejados. El panel actualmente incluye siete pares de 
cebadores para identificar ROS1 exones 31 a 37; cuatro pares de cebadores para identificar ALK exones 19 a 22; y 
seis pares de cebadores para identificar RET exones 8 a 13.45

Este ensayo puede adaptarse a diferentes plataformas de secuenciación NGS utilizando la secuencia del adaptador 
específico de plataforma tras la configuración del adaptador Y medio funcional y los cebadores GSP2. Después de la 
secuenciación, se hizo un mapa de las lecturas en referencia al genoma humano tras la identificación de los genes 
parejas de fusión, el corte y empalme alternativo, así como el estado estructural de las fusiones utilizando un algoritmo 50
bioinformático desarrollado por los inventores (por ejemplo, Figura 4A y 4B). El resultado es una simple tabla 
comentada para un informe rápido (Figura 4C). Utilizando este ensayo de panel de diana de tres genes con código de 
barras de multimuestra, las muestras positivas para el reordenamiento de ROS1, ALK y RET se han detectado 
utilizando una carrera de secuenciación Ion Torrent.

55
Este ensayo es aplicable a ARN degradado, tal como ARN extraído de un espécimen fijado en formol y embebido en 
parafina (FFPE), que es el material clínico más disponible para la prueba de diagnóstico molecular. Este ensayo tiene 
la ventaja de las plataformas NGS de laboratorio, un conjunto de programas de análisis informático simples y, por lo 
tanto, implementación relativamente fácil para los laboratorios clínicos. Cabe destacar que, este ensayo no requiere 
de conocimiento previo de las parejas de fusión y producirá elevada sensibilidad clínica en la detección de diferentes 60
parejas génicas (y los correspondientes exones múltiples) asociadas al gen diana principal. Adicionalmente, el ensayo 
será funcional para ambas parejas de fusión conocidas en dirección 5' o en dirección 3' siempre que una de las parejas 
sea conocida. La multiplexación y la secuenciación profunda permite el ensayo de muestras con baja celularidad 
tumoral, fusiones raras y eventos de corte y empalme alternativos raros. La información detallada del reordenamiento 
específico de paciente proporcionada por este ensayo será útil para evaluar la respuesta terapéutica específica de 65
genotipo y quizás un marcador tumoral específico de paciente para el mínimo seguimiento de la enfermedad residual. 
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Según los reactivos de síntesis oligo convencionales, las enzimas disponibles y la capacidad de multiplexación de 
muchas muestras en una carrera, este ensayo será un ensayo clínico rentable para detectar reordenamientos de 
genes.

Tabla 1: Cebadores adaptados para la plataforma Ion Torrent, v1. Los nombres de los cebadores indican el gen diana 5
y el exón del gen diana que comprende la secuencia nucleotídica diana conocida. R1 designa un primer cebador 
específico de diana y R2 designa un segundo cebador específico de diana. En esta tabla se detalla un conjunto de un 
primer cebador específico de diana y un segundo específico de diana para cada exón enumerado de cada gen.

Nombre del 
cebador

Secuencia
SEQ ID 
NO

ALKex19_P1R2 5

ALKex19_tag.R1 6

ALKex20_P1R2 7

ALKex20_tag.R1 8

ALKex21_P1R2 9

ALKex21_tag.R1 10

ALKex22_P1R2 11

ALKex22_tag.R1 12

RETex10_P1R2 13

RETex10_tag.R1 14

RETex11_P1R2 15

RETex11_tag.R1 16

RETex12_P1R2 17

RETex12_tag.R1 18

RETex13_P1R2 19

RETex13_tag.R1 20

RETex8_P1R2 21

RETex8_tag.R1 22

10
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(continuación)

Nombre del 
cebador

Secuencia
SEQ ID 
NO

RETex9_P1R2 23

RETex9_tag.R1 24

ROS1Ex31_P1R2 25

ROS1Ex31_tag.R1 26

ROS1Ex32_P1R2 27

ROS1Ex32_tag.R1 28

ROS1Ex33_P1R2 29

ROS1Ex33_tag.R1 30

ROS1Ex34_P1R2 31

ROS1Ex34_tag.R1 32

ROS1Ex35_P1R2 33

ROS1Ex35_tag.R1 34

ROS1Ex36_P1R2 35

ROS1Ex36_tag.R1 36

ROS1Ex37_P1R2 37

ROS1Ex37_tag.R1 38

Listado de secuencias

<110> THE GENERAL HOSPITAL CORPORATION5

<120> MÉTODOS PARA DETERMINAR UNA SECUENCIA NUCLEOTÍDICA

<130> 030258-074962-PCT
10

<140>
<141>

<150> 61/679.302
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<151> 03/08/2012

<150> 61/645.364
<151> 10/05/2012

5
<160> 48

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 110
<211> 6267
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 115
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<210> 2
<211> 7368
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 2

10
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<210> 3
<211> 4174
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210> 4
<211> 5629
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 4

10
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<210> 5
<211> 42
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 5
cctctctatg ggcagtcggt gatgcgagag tggcaggtgt gg 42

<210> 6
<211> 4415
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 6
ggatctcgac gctctccctc agaggtcacc acagagagga tcag 44

<210> 725
<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 7
cctctctatg ggcagtcggt gatcatggct tgcagctcct ggt 43

35
<210> 8
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 8
ggatctcgac gctctccctg cagctccatc tgcatggctt g 4145

<210> 9
<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 955
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cctctctatg ggcagtcggt gatggccttc atacacctcc ccaaa 45

<210> 10
<211> 37
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 10
ggatctcgac gctctccctt tgggcattcc ggacacc 37

<210> 11
<211> 4915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 11
cctctctatg ggcagtcggt gataggaaat ccagttcgtc ctgttcaga 49

<210> 1225
<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 12
ggatctcgac gctctccctg atcagggctt ccatgaggaa ate 43

35
<210> 13
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 13
cctctctatg ggcagtcggt gatggctccc caggctcgtg t 4145

<210> 14
<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 1455
ggatctcgac gctctcccta ggtgccatag ccagctttaa tcc 43

<210> 15
<211> 43
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

65
<400> 15
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cctctctatg ggcagtcggt gatatcaccg tgcggcacag ctc 43

<210> 16
<211> 39
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 16
ggatctcgac gctctccctg aggacagcgg ctgcgatca 39

<210> 17
<211> 4715
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 17
cctctctatg ggcagtcggt gatagaacca agttcttccg agggaat 47

<210> 1825
<211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 18
ggatctcgac gctctccctt ccaaattcgc cttctcctag agtt 44

35
<210> 19
<211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 19
cctctctatg ggcagtcggt gatacagcag gtctcgcagc tcac 4445

<210> 20
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 2055
ggatctcgac gctctccctt gacctgcttc aggacgttga a 41

<210> 21
<211> 45
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

65
<400> 21
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cctctctatg ggcagtcggt gatcttgctg actgcacagg acagg 45

<210> 22
<211> 40
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 22
ggatctcgac gctctccctt cctcacactc cagccgtctc 40

<210> 23
<211> 4215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 23
cctctctatg ggcagtcggt gattggtgct gggagagcag gt 42

<210> 2425
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 24
ggatctcgac gctctccctc cgtcggggca ggtcttg 37

35
<210> 25
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 25
cctctctatg ggcagtcggt gatggctgca tgaagtttta acatgg 4645

<210> 26
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 2655
ggatctcgac gctctccctt gatattacag acataagcag gaccttgg 48

<210> 27
<211> 48
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

65
<400> 27
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cctctctatg ggcagtcggt gatctagtaa tttgggaatg cctggttt 48

<210> 28
<211> 44
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 28
ggatctcgac gctctccctt tcagctttct cccactgtat tgaa 44

<210> 29
<211> 5215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 29
cctctctatg ggcagtcggt gatcatcttc caccttaaat tctggttctg ta 52

<210> 3025
<211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 30
ggatctcgac gctctccctc aggatccatt aaatgtcatc ttcc 44

35
<210> 31
<211> 52
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 31
cctctctatg ggcagtcggt gatagtaagt atgaaacttg tttctggtat cc 5245

<210> 32
<211> 43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 3255
ggatctcgac gctctccctg gtcagtggga ttgtaacaac cag 43

<210> 33
<211> 43
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

65
<400> 33
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cctctctatg ggcagtcggt gatcacccct tccttggcac ttt 43

<210> 34
<211> 46
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

10
<400> 34
ggatctcgac gctctccctt ctttgtcttc gtttataagc actgtc 46

<210> 35
<211> 4515
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético20

<400> 35
cctctctatg ggcagtcggt gatttcaatc tcctcttggg ttgga 45

<210> 3625
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 36
ggatctcgac gctctccctc cgagggaagg caggaagatt 40

35
<210> 37
<211> 47
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 37
cctctctatg ggcagtcggt gatcaggaat tcaatcttct cctggtc 4745

<210> 38
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 3855
ggatctcgac gctctccctc tcatcagatg tgcctccttc ag 42

<210> 39
<211> 103
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético

65
<400> 39
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<210> 40
<211> 885
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético10

<400> 40

15
<210> 41
<211> 81
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

<400> 41
25

<210> 42
<211> 96
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

35
<400> 42

<210> 4340
<211> 103
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético

<400> 43

50

<210> 44
<211> 115
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Polinucleótido sintético5

<400> 44

10
<210> 45
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

<400> 45
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag ctaaggtaac tggcgt 4620

<210> 46
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

<400> 4630
cgccaggttc cagtcacgac 20

<210> 47
<211> 70
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

40
<400> 47

<210> 4845
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Descripción de la secuencia artificial: Oligonucleótido sintético

<400> 48
gatcggaaga gccagttacc ttagctgagt cggagacacg cagggatgag atgg 54
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la secuencia nucleotídica contigua a una secuencia nucleotídica diana conocida, 
comprendiendo el método:

5
(i) romper una preparación de ácido nucleico que comprende ADN genómico o ARNm para generar un fragmento 
de ácido nucleico que comprende una secuencia nucleotídica diana conocida, en donde la secuencia nucleotídica 
diana conocida comprende una secuencia asociada a un reordenamiento de genes, opcionalmente en donde el 
reordenamiento de genes da como resultado un oncogén de fusión;
(ii) ligar un adaptador en forma Y al fragmento de ácido nucleico que comprende la secuencia nucleotídica diana 10
conocida para producir un producto de ligamiento;
(iii) amplificar el producto de ligamiento utilizando un primer cebador adaptador y un primer cebador específico de
diana;
(iv) amplificar un producto de amplificación de (iii) con un segundo cebador adaptador y un segundo cebador 
específico de diana, en donde el segundo cebador adaptador y el segundo cebador específico de diana son 15
anidados en relación con el primer cebador adaptador y el primer cebador específico de diana, respectivamente, 
en donde la amplificación del producto de amplificación de (iii) se realiza utilizando una enzima polimerasa de ácido 
nucleico capaz de iniciar la síntesis en un extremo 3' de un cebador hibridado con un molde y procediendo hacia 
un extremo 5' del molde, y en donde el molde es el producto de amplificación de (iii), por lo que se produce de este 
modo un producto de amplificación adicional que tiene un extremo 3'; y20
(v) secuenciar el producto de amplificación adicional que tiene el extremo 3' de (iv) utilizando un primer cebador de 
secuenciación y un segundo cebador de secuenciación.

2. El método de la reivindicación 1, que comprende además, después de la etapa (i) y antes de la etapa (ii):
25

(a) reparación del extremo del fragmento de ácido nucleico para dejar romos los extremos del fragmento de ácido 
nucleico;
(b) fosforilación del fragmento del ácido nucleico; y/o
(c) adenilación del fragmento de ácido nucleico para producir un saliente de adenosina 3' en el fragmento de ácido 
nucleico.30

3. El método de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2, en donde la preparación de ácido nucleico se prepara a 
partir de un espécimen biológico fresco o de un
espécimen biológico fijado en formol y embebido en parafina.

35
4. El método de la reivindicación 1, en donde, después de romper mecánicamente la preparación de ácido nucleico, 
el fragmento de ácido nucleico resultante se somete a un procedimiento de limpieza, en donde opcionalmente el 
procedimiento de limpieza es un procedimiento de limpieza por inmovilización reversible en fase sólida (SPRI).

5. El método de la reivindicación 2 parte (a), (b) o (c), en donde el fragmento de ácido nucleico no se somete a un 40
procedimiento de limpieza después de la reparación de extremo, la fosforilación y/o la adenilación y antes del 
ligamiento del adaptador en forma Y al fragmento de ácido nucleico en la etapa (ii).

6. El método de la reivindicación 1, en donde el adaptador en forma Y es un adaptador en forma Y medio truncado, o 
en donde el adaptador en forma Y tiene un brazo 3' truncado.45

7. El método de la reivindicación 1, en donde el adaptador en forma Y comprende una porción monocatenaria y una 
porción bicatenaria, en donde la porción bicatenaria comprende hasta 17 pares de bases (pb), y/o en donde la porción 
bicatenaria comprende al menos 7 pb.

50
8. El método de la reivindicación 1, en donde el ligamiento en la etapa (ii) comprende realizar: una reacción de 
ligamiento del extremo romo; o una reacción de ligamiento saliente; o una reacción de ligamiento TA.

9. El método de la reivindicación 1, en donde:
55

(a) el primer cebador adaptador comprende una secuencia de ácido nucleico idéntica a una porción 5' del primer 
cebador de secuenciación, en donde la porción 5' comprende al menos 20 nucleótidos;
(b) el primer cebador específico de diana comprende una secuencia de ácido nucleico que puede hibridarse de 
forma específica con la secuencia nucleotídica diana conocida a una temperatura de hibridación en un intervalo de 
61 °C a 72 °C, opcionalmente en donde la temperatura de hibridación es de aproximadamente 65 °C;60
(c) la amplificación en la etapa (iii) comprende realizar una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 
el primer cebador adaptador y el primer cebador específico de diana opcionalmente en donde la PCR comprende 
de 5 ciclos a 20 ciclos;
(d) la amplificación en la etapa (iv) comprende realizar una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 
el segundo cebador adaptador y el segundo cebador específico de diana, opcionalmente en donde la PCR 65
comprende de 5 ciclos a 20 ciclos;

E13787745
04-02-2022ES 2 905 448 T3

 



49

(e) la amplificación en la etapa (iii) y/o la etapa (iv) comprende las etapas de separación de hebra, hibridación de 
cebador y extensión por polimerasa del primer cebador adaptador hibridado y el primer cebador específico de
diana hibridado;
(f) la amplificación en la etapa (iii) comprende la amplificación exponencial del producto del ligamiento;
(g) la amplificación en la etapa (iv) comprende amplificación exponencial del producto de amplificación de la etapa 5
(iii);
(h) el segundo cebador adaptador comprende un ácido nucleico que tiene una secuencia idéntica a una secuencia 
de una porción del primer cebador de secuenciación;
(i) el producto de amplificación de la etapa (iii) no se somete a un procedimiento de limpieza antes de ser 
amplificado en la etapa (iv);10
(j) los primeros y segundos cebadores de secuenciación son compatibles con la secuenciación de última 
generación; y/o
(k) la secuenciación en la etapa (v) comprende la realización de un ensayo de secuenciación de última generación.

10. El método de la reivindicación 1, en donde el segundo cebador específico de diana comprende una porción 3' que 15
comprende un ácido nucleico que puede hibridarse de forma específica con una porción de la secuencia nucleotídica 
diana conocida comprendida por el producto de amplificación de la etapa (iii), y una porción 5' que comprende un ácido 
nucleico que tiene una secuencia que es idéntica a una secuencia de un segundo cebador de secuenciación.

11. El método de la reivindicación 1, en donde el segundo cebador adaptador es anidado con respecto al primer 20
cebador adaptador por al menos 3 nucleótidos, y/o en donde el segundo cebador adaptador es anidado con respecto 
al primer cebador adaptador por hasta 10 nucleótidos.

12. El método de la reivindicación 1, en donde la preparación de ácido nucleico se prepara a partir de una muestra 
obtenida de un sujeto sospechoso de tener un reordenamiento de genes.25

13. El método de la reivindicación 1, en donde el adaptador en forma Y comprende además una porción de código de 
barras, y/o
en donde el método comprende además agrupar múltiples muestras de productos de ligamiento antes de la etapa (iii), 
y amplificar cada una de las múltiples muestras en la etapa (iii) para producir el producto de amplificación de la etapa 30
(iii), teniendo cada muestra un adaptador en forma Y ligado que contiene una porción de código de barras única.

14. El método de la reivindicación 1, en donde el adaptador en forma Y está truncado y en donde el segundo cebador 
adaptador y el segundo cebador específico de diana son anidados por al menos tres nucleótidos en relación con el 
primer cebador adaptador y el primer cebador específico de diana, respectivamente.35

15. El método de la reivindicación 14, en donde:

(a) el adaptador en forma Y truncado comprende una porción monocatenaria y una porción bicatenaria, en donde 
la porción bicatenaria comprende hasta 17 pares de bases (pb);40
(b) el adaptador en forma Y truncado comprende una porción monocatenaria y una porción bicatenaria, en donde 
la porción bicatenaria comprende al menos 7 pb;
(c) el segundo cebador adaptador es anidado con respecto al primer cebador adaptador por hasta 10 nucleótidos; 
y/o
(d) (i) la preparación de ácido nucleico se prepara a partir de una muestra obtenida de un sujeto sospechoso de 45
tener un reordenamiento de genes, y/o (ii) la secuencia nucleotídica diana conocida comprende una secuencia 
asociada a un reordenamiento de genes, opcionalmente en donde el reordenamiento de genes da como resultado 
una proteína de fusión.

16. Un método para determinar la secuencia nucleotídica contigua a una secuencia nucleotídica diana conocida, 50
comprendiendo el método:

(i) romper una preparación de ácido nucleico que comprende ADN genómico o ARNm para generar un fragmento 
de ácido nucleico diana que comprende una secuencia nucleotídica diana conocida, en donde la secuencia 
nucleotídica diana conocida comprende una secuencia asociada a un reordenamiento de genes, opcionalmente 55
en donde el reordenamiento de genes da como resultado un oncogén de fusión;
(ii) ligar el fragmento de ácido nucleico diana que comprende la secuencia nucleotídica diana conocida con un 
adaptador de cola de oligonucleótido universal para producir un producto de ligamiento, en donde el adaptador de
cola de oligonucleótido universal comprende un primer extremo dúplex que se puede ligar y un segundo extremo 
deshibridado;60
(iii) amplificar el producto de ligamiento en una primera ronda de PCR utilizando un primer cebador específico de
diana y un primer cebador adaptador, en donde el primer cebador adaptador comprende una secuencia que es 
idéntica a una región saliente en el segundo extremo deshibridado del adaptador de cola de oligonucleótido 
universal;
(iv) amplificar un producto de amplificación de (iii) en una segunda ronda de PCR utilizando un segundo cebador 65
específico de diana y un segundo cebador adaptador, en donde el segundo cebador específico de diana es anidado 
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con respecto al primer cebador específico de diana, en donde el segundo cebador adaptador comprende una 
secuencia que es idéntica a una región saliente en el segundo extremo deshibridado del adaptador de cola de 
oligonucleótido universal, en donde la amplificación del producto de amplificación de (iii) se realiza utilizando una 
enzima polimerasa de ácido nucleico capaz de iniciar la síntesis en un extremo 3' de un cebador hibridado con un 
molde y procediendo hacia un extremo 5' del molde, y en donde el molde es el producto de amplificación de (iii), 5
por lo que se produce de este modo un producto de amplificación adicional que tiene un extremo 3'; y
(v) secuenciar el producto de amplificación adicional que tiene el extremo 3' de (iv) utilizando un primer y un 
segundo cebador de secuenciación.

17. El método de la reivindicación 16, en donde el segundo cebador específico de diana comprende una región 3' que 10
hibrida en dirección 3' del primer cebador específico de diana y una región 5' que comprende una etiqueta.

18. El método de la reivindicación 16, que comprende además, después de la etapa (i) y antes de la etapa (ii):

(a) reparación de extremo del fragmento de ácido nucleico diana para dejar romos los extremos del fragmento de 15
ácido nucleico diana;
(b) fosforilación del fragmento de ácido nucleico diana; y/o
(c) adenilación del fragmento de ácido nucleico diana para producir un saliente de adenosina 3' en el fragmento de 
ácido nucleico diana.
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