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DESCRIPCION
Métodos y kits para la amplificacién de ADN bicatenario
Antecedentes

Los dltimos 10 afios han visto un enorme progreso tanto en la comprensién de la enfermedad del cadncer como en el
desarrollo de terapias dirigidas. Un numero sin precedentes de nuevos farmacos ha sido aprobado para el
tratamiento del cancer por la FDA y la EMA durante los Ultimos 10 afios®. Algunos de los farmacos mas conocidos
incluyen Trastuzumab (Herceptin) para el tratamiento del cancer de mama que se dirige al receptor de EGFR
(HER2), Cetuximab (Erbitux) para el tratamiento del adenocarcinoma colorrectal que se dirige al receptor de EGFR
(HER1), Imatinib (Gleevec) para los trastornos mieloproliferativos y la CML que se dirige a la proteina de fusién Ber-
Abl, Sorafenib (Nexavar) para el cdncer de higado y rifidén que se dirige a varias tirosina cinasas, Crizotinib (Xalkori)
para el tratamiento del carcinoma de pulmén de células no pequefias mediante la inhibicién de las proteinas de
fusién ALK-EML, o Vemurafenib (Zelboraf) para el tratamiento del melanoma mediante la inhibicién de la cinasa Brat
VB00E mutada. La disponibilidad de un gran conjunto de terapias dirigidas ha creado la necesidad de un perfilado
molecular eficiente de los pacientes.

"Biopsia liquida" es un término acufiado para describir los procedimientos de diagnéstico realizados sobre los acidos
nucleicos en la sangre o en otros fluidos corporales (por ejemplo, orina o liquido cefalorraquideo (LCR)) de los
pacientes 234, Las células que mueren por apoptosis 0 necrosis en una variedad de enfermedades (cancer, infarto
de miocardio, rechazo de trasplante) liberan ADN de sus genomas fragmentados en el torrente sanguineo. Ademas,
el ADN de un feto puede detectarse en la sangre de la madre. Un caso especifico son los exosomas, microvesiculas
de 30-100 nm, que junto con el ADN o el ARN también contienen proteinas y lipidos de la célula de origen 587, Estos
acidos nucleicos en la sangre pueden detectarse y analizarse mediante el uso de métodos basados en PCR,
secuenciacidén de préxima generacién (NGS) o tecnologias de matriz. Los datos que se han generado a partir del
analisis de biopsias liquidas (por ejemplo, &cidos nucleicos obtenidos de fluidos corporales en lugar de masas
tumorales) han demostrado el enorme potencial de este enfoque que podria tener un impacto revolucionario en el
diagnostico médico, tal vez similar solo al impacto de la introducciéon de la imagen por resonancia magnética (IRM).
Las aplicaciones clinicas que parecen particularmente prometedoras para el enfoque de biopsia liquida son el
diagndstico de anomalias cromosdmicas en el feto (en particular la trisomia) mediante el analisis de la sangre de la
madre (también denominada cribado prenatal no invasivo (NIPT) basado en ADNcf) 8810.11.12131435 o] diagndstico y
monitoreo del rechazo del injerto en los pacientes de trasplante (se puede detectar en la sangre del paciente)
1617181920 'y ¢| diagnéstico y monitoreo de la enfermedad cancerosa 242122232425 | g5 areas con datos limitados
hasta ahora son otras enfermedades con necrosis o apoptosis tisular, tales como el infarto de miocardio 6. El uso de
“biopsia liquida” estd mas avanzado en la deteccién de anomalias cromosdmicas fetales (en particular las trisomias)
donde el diagnéstico genémico desafia la combinacién tradicional de medicién del grosor de la nuca mediante
ultrasonido y la prueba triple (AFP, hCG y estriol) . Sin embargo, el campo con la promesa de mayor impacto
médico es claramente la oncologia, donde los datos generados durante los Ultimos afios han demostrado que las
mutaciones clave del cancer pueden detectarse principalmente mediante biopsia liquida que refleja las presentes en
las biopsias tumorales tradicionales 3272,

Las biopsias liquidas pueden ser superiores a las biopsias estandar, ya que todas las partes de un tumor y todas las
metéastasis se muestrean potencialmente. Los datos recientes indican que, en la mayoria de los casos, el anélisis del
ADN tumoral circulante refleja fielmente las mutaciones que se encuentran en todas las metéstasis conocidas de un
cancer, o incluso es superior a tal enfoque (por ejemplo, deteccién de mutaciones si las biopsias estandar no tienen
éxito, o muestra mas mutaciones que las biopsias de tejidos estandar) 2°, lo que sugiere que la secuenciacion del
ADN tumoral circulante puede proporcionar una imagen molecular mucho mas completa de la enfermedad
cancerosa sistémica que las biopsias estandar. Ademas, el acceso a la sangre de un paciente no es problematico.
Las biopsias liquidas seriadas pueden tomarse facilmente para monitorear los efectos de la terapia contra el cancer
o para detectar la reaparicién del cancer siempre que el volumen de sangre necesario para el analisis respectivo sea
pequefio (por ejemplo, unos pocos mililitros). La sensibilidad del método puede ser superior para detectar el cancer
en una etapa muy temprana, por ejemplo, en casos de recidiva de la enfermedad cancerosa después de una cirugia
curativa, o en un programa de deteccién basado en la poblacién. Si la biopsia liquida puede mejorar la deteccién
temprana de los tumores en los programas de cribado preventivo, se traducird en una mayor tasa de enfermedad
cancerosa curada, especialmente para los tipos de tumor en los que los medios de deteccién temprana y los
cribados preventivos son limitados o inexistentes.

Varios estudios de enfoques de biopsia liquida en pacientes con cancer han revelado que la tasa de éxito de este
enfoque se relaciona con la carga de la masa tumoral y el estadio del tumor de un paciente en el momento de la
biopsia liquida, y el enfoque no es muy exitoso en los casos en que la masa tumoral es baja, porque no hay tantas
células tumorales que mueren y liberan ADN en la sangre %% 30. Ademas, el enfoque funciona bien en algunos tipos
de tumores (por ejemplo, carcinoma de colon), pero no en otros (por ejemplo, glioblastoma) presumiblemente
también debido a problemas de sensibilidad 2. Las limitaciones debidas a cantidades muy pequefias de ADNcf son
probablemente mas relevantes en los casos en los que el ADNcf se analiza mediante secuenciacién de exoma
completo o de genoma completo a diferencia de enfoques muy sensibles basados en PCR tales como BEAMing 3'.
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La secuenciacién del exoma es ventajosa en comparacién con los enfoques basados en PCR dirigida, ya que
practicamente todo el paisaje de mutaciones de un solo nucleétido basado en el exoma puede analizarse en lugar
de solo unas pocas mutaciones ya conocidas que pueden evaluarse mediante enfoques dirigidos. Por lo tanto, la
secuenciacidn del exoma tiene mucha mas utilidad para la deteccién temprana del cancer con alta sensibilidad y
para los anélisis seriados del paisaje clonal cambiante de un tumor después del tratamiento. A menudo, en los
laboratorios de investigacién que tienen acceso solo a la infraestructura estandar de preparacién y secuenciacién de
bibliotecas, se requieren cantidades de ADN libre circulante de 100 ng para la construccién de bibliotecas 32 Con
enfoques mas especializados, la secuenciaciéon del exoma se ha realizado a partir de cantidades de ADNcf de un
minimo de 2,3 ng 3. Newman y sus colegas han realizado la secuenciacién del exoma ("CAPP-seq") a partir de
hasta 7 ng de ADNcf 34 De Mattos-Arruda us6 hasta 22 ng de entrada de ADNcf en la construccion de la biblioteca
35

Un segundo problema que puede disminuir el poder de deteccién de los enfoques de biopsia liquida es la
"contaminacién" del ADN libre circulante con ADN que proviene de procesos no relacionados (por ejemplo, lisis de
células sanguineas nucleadas durante el aislamiento del plasma). EI ADN libre circulante presente en el plasma
sanguineo o en otros fluidos corporales (LCR, orina, ascitis) puede dividirse en fragmentos de tamafio méas pequefio
(140 - 160 y 2-3x multiplos de este) que se originan de la ruptura apoptética del ADN genémico dentro de una célula,
y fragmentos de tamafio mayor que se originan principalmente de la muerte celular necrética (necrosis), pero
también de la liberacién de exosomas y de otros procesos menos comprendidos. Los fragmentos de ADN de origen
apoptético también pueden detectarse en personas sanas y pueden aumentar después de los deportes o de un
resfriado, por ejemplo. Las técnicas actuales para el analisis de ADN libre circulante se componen de dos tipos
principales de metodologias: A) Secuenciacién de proxima generacién (NGS): secuenciacién del exoma de préxima
generacion 333 dirigido (TAmseq ¥; CAPPseq 34), FastSeqS %8, mFAST-SeqS ¥, Safe- SeqS %), o secuenciacion
del genoma completo 2. También se han usado algunos kits comerciales en esto (por ejemplo, Thermo Fisher lon
AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2). B) PCR digital (BEAMing: perlas, emulsiones, amplificacion y magnetismo 3'- 4%
42,4344 ensayo de ligazén de PCR digital 4%, ddPCR a base de emulsion con tecnologia de RainDance o Bio-Rad).

El documento WO 2014/140,309 se refiere a métodos para replicar, amplificar y secuenciar acidos nucleicos
mediante el uso de la replicasa bifuncional, termoestable "TthPrimPol" de Thermus thermophilus HB27. Se ha
encontrado que la TthPrimPol purificada mostré una fuerte actividad de la primasa del ADN en un oligonucleétido
monocatenario en el que una posible secuencia de reconocimiento de la primasa (GTCC) estad flanqueada por
residuos de timina. Se ha demostrado que tal tramo de pirimidinas es el contexto de la plantilla preferido para la
iniciacion de la reaccién de cebado por varias primasas virales, procariotas y eucariotas. Se ha encontrado que la
activacién se produjo solo delante de la secuencia "TC", y que no hubo activacién opuesta a las pistas de polidT. Un
analisis adicional de los requisitos de la secuencia de la plantilla revelé un efecto del nucleétido que precede al sitio
de iniciacion de la plantilla sobre la actividad de la primasa de TthPrimPol-C se prefiere sobre A, G o T. Incluso si
TthPrimPol prefiere CTC como sitio de iniciacién de la plantilla, es en general capaz de actuar como una primasa en
cualquier secuencia de la forma genérica XTC, donde X representa cualquiera de A, C, G, o T. El requisito de
secuencia modesto forma una excelente base para la cebado aleatorio de casi todas las plantillas naturales. El
documento WO2015/157747 describe sistemas y métodos para la replicacién y amplificacién clonal de moléculas de
acido nucleico para aplicaciones genémicas y terapéuticas. El documento US2011/269193 se refiere a un método
para amplificar un &cido nucleico diana mediante amplificacién de circulo rodante. El documento US2003/108902 se
refiere a la generaciéon de un ADN circular monocatenario a partir de segmentos lineales de autoempalme.

Por lo tanto, las limitaciones de sensibilidad y especificidad de los enfoques actuales de biopsia liquida son un éarea
que necesita una mejora técnica.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos acompafiantes, que se incorporan en la presente descripcién y forman parte de la descripcién, ilustran
modalidades ilustrativas y, junto con la descripcién, sirven ademas para permitir a un experto en la técnica pertinente
realizar y usar estas modalidades y otras que serén evidentes para los expertos en la técnica. La invencion se
describird mas particularmente junto con los siguientes dibujos en donde:

La Figura 1 muestra el pretratamiento de ADN libre circulante para eliminar los extremos sobresalientes, restaurar
los fosfatos en 5' y los grupos hidroxilo en 3', y afiadir salientes de 3' dA.

La Figura 2 muestra un mecanismo de un kit de amplificacién para el ADN libre circulante apoptético.

La Figura 3 muestra evidencia de que la tecnologia TruePrime requiere la adicién de adaptadores en horquilla para
amplificar eficientemente moléculas de ADN cortas (200 pb) mediante amplificacién por desplazamiento mdltiple
iniciada por primasa. "NTC" se refiere a "control sin plantilla" (no se afiade ADN como entrada para la reaccién).
"ADNHg" significa ADN genémico humano.

La Figura 4 muestra ADN amplificados (3 réplicas independientes) de la Figura 3 (ADN 1) que se cortaron con la
enzima de restriccién EcoRI para obtener el tamafio de unidad esperado (200 pb del fragmento de ADN original +
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36 pb del adaptador en horquilla).

Las Figuras 5A y 5B muestran los rendimientos de amplificacién (5A, parte superior) en dependencia del método
usado para iniciar la amplificacién (TthPrimPol o cebadores aleatorios) y el resultado de la digestién con una enzima
de restriccién de cada ADN amplificado (5B, parte inferior).

La Figura 6 muestra los rendimientos de amplificacién de moléculas cortas de ADN (de 50 a 1250 pb), que requieren
la adicién de adaptadores en horquilla, mediante amplificacién por desplazamiento multiple iniciada por primasa.

La Figura 7 muestra adaptadores usados para probar la actividad de la primasa del ADN de TthPrimPol.
La Figura 8 muestra la actividad de la primasa de ADN de TthPrimPol observada en cada adaptador en horquilla.

La Figura 9 muestra los rendimientos de amplificacién de ADN obtenidos a partir de muestras de ADNcf de 48
pacientes con céncer, asi como también el protocolo detallado del proceso de amplificacién.

La Figura 10 muestra los rendimientos de amplificacién en microgramos obtenidos a partir de diferentes cantidades
de ADNCcf de un paciente con céncer.

La Figura 11 muestra la alta correlaciéon de los fragmentos separados por la secuencia del adaptador en horquilla
[SEQ ID NO:1] con respecto a la longitud de la lectura de MinlON (Oxford Nanopore).

La Figura 12 muestra la cobertura del genoma y la deteccién de variantes del niUmero de copias a partir de dos
muestras de ADNcf amplificadas del mismo paciente con cancer de colon.

La Figura 13 muestra el grafico de cobertura de las dos muestras de ADNcf amplificadas del mismo paciente con
cancer de colon en diferentes resoluciones. Este grafico refleja la distribucion de lecturas a lo largo del cromosoma 4
a partir de dos muestras de ADNcf del mismo paciente con cancer de colon amplificado con el método descrito en la
presente descripcion. Se llevd a cabo la secuenciacién de todo el genoma y las lecturas obtenidas se alinearon con
el genoma de referencia humano. Se observa una distribucién muy uniforme y homogénea de lecturas en reacciones
de amplificacién independientes a diferentes resoluciones. El grafico se acerca para mostrar cuan similar es el
patrén de distribucién en ambas muestras.

La Figura 14 muestra el nimero de variantes anotadas y no anotadas detectadas en cada uno de los tres pacientes
al comparar las muestras de ADNcf amplificadas y no amplificadas en cada caso.

La Figura 15 muestra los resultados de identificacibn de variantes obtenidos para el primer paciente a dos
frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %) y la correlacién entre las muestras de ADNcf amplificadas y no
amplificadas.

La Figura 16 muestra los resultados de identificacién de variantes obtenidos para el segundo paciente a dos
frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %) y la correlacién entre las muestras de ADNcf amplificadas y no
amplificadas.

La Figura 17 muestra los resultados de identificacién de variantes obtenidos para el tercer paciente a dos
frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %) y la correlacién entre las muestras de ADNcf amplificadas y no
amplificadas.

La Figura 18 muestra una secuencia de aminoacidos para TthPrimPol [SEQ ID NO: 10].
Resumen

El analisis de ADN libre circulante en oncologia y en otros campos ofrece enormes oportunidades para mejorar el
diagndstico y el tratamiento en los pacientes. Un problema clave es la dificultad de obtener resultados de fluidos
biolégicos tales como muestras de plasma, orina o LCR con un contenido de ADN libre circulante muy bajo. Los
métodos descritos en la presente descripcién proporcionan una solucién para este problema al amplificar fragmentos
polinucleotidicos cortos bicatenarios, que incluyen ADN bicatenario. Esto incluye, sin limitacién, las moléculas que se
encuentran en el ADN libre circulante. La amplificacién se basa en una tecnologia de amplificacién llamada
"amplificacién por desplazamiento multiple iniciada por primasa" ("PI-MDA", también denominada "TruePrime")
combinada con un conjunto novedoso de tratamientos de preamplificacién de muestras que permite su amplificacién
eficiente mediante etapas posteriores tales como la amplificacién de ADN de circulo rodante. Como se usa en la
presente descripcién, "amplificacién por desplazamiento multiple iniciada por primasa" o "TruePrime" se refiere a una
forma de amplificacién por desplazamiento multiple ("MDA") que usa una primasa/polimerasa para proporcionar
cebadores para la extension de cebadores por una ADN polimerasa. Tipicamente, la polimerasa tiene una capacidad
de desplazamiento muy fuerte y una buena fidelidad de sintesis para evitar cambios de secuencia durante el
proceso. Una de tales polimerasas es la ADN polimerasa Phi29. Mientras que la MDA estandar de oro actual
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necesita piezas cortas de ADN ("oligonucledtidos") para iniciar la amplificacion, la amplificacién por desplazamiento
multiple iniciada por primasa no necesita ningln cebador aleatorio sintético.

Los métodos descritos actualmente abordan, entre otros problemas, este problema de sensibilidad y especificidad
de la biopsia liquida mediante una amplificacién adaptada de ADN libre circulante apoptético en base a la tecnologia
PI-MDA ("TruePrime"), que es un método de amplificacién de ADN mediante etapas iterativas de cebado, copia y
desplazamiento.*® Los kits y protocolos TruePrime estan disponibles comercialmente de Expedeon AG y sus
afiliados. Esta descripciéon proporciona una combinacion de TruePrime existente con las etapas afiadidas de un
tratamiento previo de la muestra, que comprende una reparacién de extremos, una adicién de cola de dA y la ligazén
de adaptadores en horquilla (véase la Figura 1). Individualmente, estas etapas pueden llevarse a cabo mediante
métodos conocidos en la técnica, que incluyen mediante el uso del kit de preparacién de biblioteca de ADN NEBNext
Ultra Il de New England Biolabs y productos y métodos similares, y/o por ejemplo: (a) para la reparacién de
extremos se usan comlUnmente polinucleétido cinasa T4 (PNK) + fragmento Klenow de la ADN polimerasa T4 y
fragmento grande de la ADN polimerasa T4 (b) para la adicién de cola de dA se usa cominmente la Taq polimerasa.
Esta combinacién novedosa de métodos proporciona un proceso eficiente para lo que de cualquier otra manera
seria ineficaz o ineficaz: la amplificacién de fragmentos pequefios de ADN mediante métodos tradicionales
TruePrime u otros. Las etapas del método pueden seguirse opcionalmente por el método de amplificacién de ADN
de circulo enrollado (ver Figura 2). Por lo tanto, proporcionamos un método novedoso para amplificar cortas
moléculas de ADN, por ejemplo, pero sin limitarse a, ADN libre circulante apoptético sin ligazén, lo que permite un
aumento en el ADN disponible para cualquier tecnologia analitica, con una sensibilidad y especificidad superiores.
Mientras que los métodos descritos en la presente descripcién proporcionan una ventaja particular para fragmentos
cortos de ADN, también funcionan bien con muestras de ADN de cualquier longitud.

Descripcidn detallada
I. Introduccién

PrimPol es una enzima obtenida a partir de la bacteria terméfila Thermus thermophilus. PrimPol combina dos
actividades distintas y complementarias en una Unica proteina termostable: primasa y polimerasa. Las polimerasas
convencionales requieren pequefias estirpes de nucleétidos (cebadores) hibridados con una molécula de plantilla
para sintetizar la secuencia complementaria. PrimPol, por el contrario, crea su propia secuencia de cebador,
ofreciendo de esta manera aplicaciones completamente novedosas.

Ademas, PrimPol es capaz de copiar tanto el ADN como el ARN. El ARN refleja qué informacion genética se
expresa realmente en una célula, mientras que el ADN se refiere a la informacién genética general presente en cada
célula del cuerpo y a menudo solo refleja una predisposicidén de una persona a desarrollar una enfermedad. El
desarrollo de PrimPol ayudara a simplificar los aspectos técnicos de los procedimientos de amplificacién de ADN vy
ARN.

PrimPol también muestra una gran tolerancia al ADN dafiado. El ADN estéa sujeto a modificaciones quimicas dentro
de las células. Ademés, durante los procesos necesarios para purificar el material genético y el almacenamiento de
muestras forenses y clinicas (por ejemplo, tejidos fijos en formalina e incrustados en parafina) se desencadenan
tales modificaciones. Se ha demostrado que las modificaciones quimicas desempefian un papel cada vez més
importante en varios procesos biolégicos, tales como el envejecimiento, las enfermedades neurodegenerativas y el
cancer. Por lo tanto, existe un gran interés en desarrollar métodos para interrogar el ADN dafiado en el contexto de
la secuenciacién. Por lo tanto, una enzima capaz de manejar plantillas modificadas es de particular interés, ya que
las aplicaciones de amplificacién actuales, asi como también las tecnologias de secuenciacidén de segunda y tercera
generacién no estan optimizadas para usar muestras dafiadas.

PrimPol también es adecuado para usarse en diferentes tecnologias de secuenciacién de segunda y tercera
generacién debido a su capacidad de introducir una variedad de nucleétidos de sustrato (por ejemplo, nucleétidos
fluorescentes) en moléculas plantilla de ADN y ARN.

Finalmente, PrimPol tiene un papel en las reacciones de amplificacién por desplazamiento mdltiple (MDA),
generando cebadores para su uso posterior por la ADN polimerasa Phi29, lo que hace innecesario el uso de
cebadores sintéticos aleatorios y posiblemente da como resultado una amplificacion méas uniforme del ADN.

Il. Métodos para amplificar polinucleétidos bicatenarios lineales

En la presente descripcién, se proporcionan, entre otras cosas, métodos para amplificar polinucleétidos bicatenarios
lineales (por ejemplo, moléculas de ADN) y, en particular, ADN libre circulante (mononucleosémico) apoptético. Los
métodos para amplificar ADN bicatenario lineal que incluyen unir adaptadores en horquilla monocatenarios que
comprenden una secuencia cebadora XTC, en donde X es adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T), a
ambos extremos de las moléculas de ADN para producir moléculas de ADN monocatenarias cerradas
covalentemente, que comprenden secuencias internas complementarias, y en donde la secuencia cebadora XTC se
ubica en la porcién no complementaria de los adaptadores; y amplificar las moléculas de ADN monocatenarias
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cerradas covalentemente, mediante amplificacién de circulo rodante mediante el uso de una ADN polimerasa que
tiene actividad de desplazamiento de cadena y amplificacién por desplazamiento mdultiple, por ejemplo, amplificacion
por desplazamiento multiple iniciada por la primasa mediante el uso de TthPrimPol.

A. ADN bicatenario lineal

El ADN bicatenario lineal para su uso en los métodos de amplificacion descritos en la presente descripcién puede
proporcionarse de cualquier fuente. Esto incluye, por ejemplo, ADN de eucariotas, eubacterias, arqueobacterias y
virus. Las fuentes eucariotas de ADN pueden incluir plantas, animales, vertebrados, mamiferos y seres humanos.
Las fuentes microbianas de ADN pueden incluir microbios obtenidos de un microbioma de un individuo o del medio
ambiente.

El ADN bicatenario lineal usado en los métodos de amplificacién descritos en la presente descripcién puede ser de
cualquier longitud. En ciertas modalidades, el ADN bicatenario lineal tiene una longitud de no mas de 5000
nucleétidos, no mas de 1000 nucleétidos, no mas de 500 nucleétidos o no méas de 200 nucleébtidos. En otras
modalidades, la poblacién de moléculas de ADN bicatenarias lineales que se van a amplificar puede tener una
longitud promedio de no mas de 5000 nucleétidos, no més de 1000 nucleétidos, no méas de 500 nucleétidos, no més
de 200 nucleétidos, no més de 100 nucleétidos, no méas de 50 nucleétidos, no méas de 20 nucleétidos, por ejemplo,
aproximadamente 168 nucleétidos. Las moléculas de ADN que se van a amplificar pueden incluir moléculas que
tienen una longitud de entre aproximadamente 100 y aproximadamente 220 nucleétidos. EI ADN bicatenario lineal
puede comprender ADN cromosémico fragmentado. Tales fragmentos de ADN pueden tener una longitud mayor que
5000 nucledtidos.

Los acidos nucleicos tipicamente se aislan de otros componentes mediante métodos de aislamiento bien conocidos
en la técnica que incluyen, sin limitacién, la captura en particulas que tienen actividad de unién a ADN o ARN, tales
como particulas de silice; precipitacion de polietilenglicol y perlas de SPRI (inmovilizacién reversible de fase sélida).

1. Polinucleétidos libres

El ADN bicatenario lineal usado en los métodos descritos en la presente descripciéon puede comprender ADN libre
circulante ("ADNcf "). EI ADN libre circulante se refiere al ADN que no estad encapsulado dentro de una célula. El
ADN libre circulante puede ser ADN libre circulante apoptético. (Figura 1, "ADN libre circulante apoptético”.) El
ADNCcf apoptoético se refiere al ADN liberado de células muertas o moribundas, por ejemplo, a través del mecanismo
de muerte celular por apoptosis, en el que el ADN se corta entre los nucleosomas, lo que produce fragmentos de
ADN de 160- 170 pb, o multiplos de los mismos, cuando el corte en el ADN no se produce entre cada nucleosoma.
Esto incluye el ADN liberado de células normales, por ejemplo, que tienen un genoma de linea germinal. También
incluye el ADN liberado de las células cancerosas (por ejemplo, células malignas), también denominado ADN
tumoral circulante o "ADNtc". Este ADN tipicamente lleva mutaciones soméaticas asociadas con el cancer, por
ejemplo, en oncogenes o genes supresores de tumores. EI ADNcf apoptético incluye ademéas ADN fetal en la
circulacion materna. EI ADN libre circulante puede obtenerse de cualquiera de una serie de diferentes fluidos
corporales que incluyen, sin limitacién, sangre, plasma, suero, LCR, orina, saliva, lagrimas, leche, semen y liquido
sinovial. EI ADNcf apoptético tipicamente tiene una distribucién de tamafios con dos picos; un primer pico
mononucleosémico de aproximadamente 110 a aproximadamente 230 nucleétidos, con un modo de
aproximadamente 168 nucleétidos, y un segundo pico dinucleosémico menor de aproximadamente 240 a 440
nucleétidos.

Las moléculas de ADN libre circulante pueden prepararse a partir de fluidos corporales, tales como la sangre,
mediante métodos convencionales. Los kits comerciales para este proposito estan disponibles en, por ejemplo,
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.), Active Motif (Carlsbad, CA, EE. UU.) y Qiagen (North Rhine-
Westphalia, Alemania). En general, las células se eliminan de una muestra, por ejemplo, por centrifugacién. Las
particulas de silice, por ejemplo, perlas de silice magnéticas, se afiaden a la muestra de la que se han eliminado las
células. Las particulas de silice se unen al ADN. Las particulas se aislan del sobrenadante, por ejemplo, mediante
centrifugacion y/o aplicacion de fuerza magnética. Se elimina el sobrenadante y se lavan las particulas. El ADN libre
circulante se aisla de las particulas por dilucién con etanol.

2. Otros polinucledtidos

En otras modalidades, las moléculas de ADN bicatenarias comprenden ADN gendmico fragmentado, por ejemplo,
aislado de células o moléculas de ADNc bicatenario producidas a partir de la transcripcién inversa de moléculas de
ARN, tales como moléculas de ARNm, ARNr o ARNLt.

3. Reparacién de extremos

La reparacién de extremos se refiere a un proceso para proporcionar moléculas de ADN bicatenarias que tienen

salientes monocatenarios de 3' y/o &' con extremos cohesivos o extremos romos. La reparacién de extremos hace
que las moléculas de ADN bicatenarias sean mas adecuadas para unirse a los adaptadores polinucleotidicos. La
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unidén puede ser por ligazén de extremos cohesivos o ligazén de extremos romos. "Ligazén de extremos cohesivos”
se refiere al enlazamiento de dos polinucleétidos bicatenarios, cada uno de los cuales tiene un saliente 3'
complementario al otro saliente 3'. Un extremo cohesivo puede ser, por ejemplo, un saliente de un solo nucleétido,
tal como 3' dAy 3' dT, o un extremo cohesivo més largo, tal como un saliente producido por la digestién con enzimas
de restriccion. "Ligazdn de extremos romos" se refiere a la ligazén de un polinucleétido bicatenario al extremo romo
de otro polinucledtido bicatenario.

En cualquier caso, la modificacién del polinucledtido tipicamente implica inicialmente cortar de manera romo
las moléculas. Tipicamente, esto implica usar una polimerasa para rellenar un saliente 5' y una molécula que
tiene actividad de exonucleasa para masticar un saliente 3'. El extremo romo puede realizarse mediante el uso
de una mezcla de T4 polimerasa y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa |. El fragmento Klenow posee
actividad de polimerasa de 5' - 3' para rellenar los salientes de 5' y actividad de exonucleasa de 3' - 5' para
eliminar los salientes de 3'. La ADN polimerasa T4 posee una actividad menos eficiente de la actividad de
polimerasa 5' 3' y una actividad de exonucleasa 3' - 5' méas eficiente. La nucleasa de frijol mungo también
puede usarse para eliminar salientes 5'y 3'. El polinucleétido cinasa T4 ("T4 PNK") se usa para fosforilar la
cadena de 5' de una molécula y desfosforilar la cadena de 3'. Los kits para realizar el extremo romo de las
moléculas de ADN estan disponibles de una variedad de fuentes comerciales que incluyen Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, EE. UU.) y New England Biolabs (Ipswich, MA, EE. UU.).

En ciertas modalidades, puede afiadirse una cola de dA a un polinucleétido con extremo romo mediante un proceso
de adicién de un nucleétido de desoxiadenosina terminal 3' a una molécula de ADN. Esta accién puede realizarse
mediante el uso de la Taq polimerasa. (Figura 1, " ADNcf con extremos reparados (salientes 3'-dA)".)

Las moléculas de extremo romo o moléculas con dA pueden usarse en los métodos descritos en la presente
descripcién mediante la unién de adaptadores monocatenarios.

B. Unién de adaptadores monocatenarios

Los polinucleétidos con extremos reparados y, opcionalmente, adicién de cola de dA pueden ligarse a adaptadores.
Los adaptadores son moléculas de polinucledtidos adaptadas para unirse a moléculas diana. Tipicamente, los
adaptadores incluyen secuencias de nucleétidos para la cebadura de la extensidén de la cadena de ADN. En ciertos
métodos de esta descripcién, el adaptador es un adaptador en horquilla. Como se usa en la presente descripcién, el
término "adaptador en horquilla" se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenaria (por ejemplo, ADN) que
incluye una segunda regién flanqueada por una primera y tercera regién. La primera y tercera regiones tienen
suficiente complementariedad para hibridar entre si (por ejemplo, 95 %, 99 % o 100 % complementarias). La
segunda regién no es complementaria a la primera ni a la tercera regién. El adaptador puede tener una longitud de
entre 25 y 100 nucleétidos de largo. La segunda regién puede ser, por ejemplo, de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 0 menos de 25 nucleétidos de longitud. Como consecuencia, una molécula adaptadora de horquilla puede
doblarse sobre si misma formando una estructura de tallo y lazo que comprende un extremo bicatenario y un
segmento interno monocatenario que no se hibrida. Los adaptadores en horquilla pueden incluir un saliente dA 3' o
ser de extremo romo, en dependencia de la aplicacién. Ver, por ejemplo, la Figura 7 y la Figura 8.

Los adaptadores incluyen ademas secuencias de nucledtidos internas compatibles con una primasa de ADN y/o
extensién de cebador. El adaptador en horquilla incluye una secuencia de reconocimiento de primasa/polimerasa,
por ejemplo, XTC, donde X representa nucledtidos adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T) por ejemplo,
CTC, GTC o GTCC. La secuencia de reconocimiento de primasa/polimerasa se ubica en la porcién del lazo (no
complementaria) del adaptador, que es reconocida por TthPrimPol. En otras modalidades, el adaptador en horquilla
comprende un sitio de unién del cebador de amplificacién.

Los polinucleétidos bicatenarios con reparacién de extremos y adicién de cola de dA pueden unirse en uno 0 ambos
extremos a adaptadores en horquilla. El extremo del adaptador es preferentemente compatible con el extremo del
polinucleétido bicatenario. Por lo tanto, por ejemplo, un polinucleétido bicatenario con cola de dA se une a un
adaptador en horquilla con cola de dT, o un polinucleétido bicatenario con extremos romos se une a un adaptador en
horquilla con extremos romos. La unién se realiza tipicamente con una ligasa de ADN, tal como la ligasa de ADN T4.
En ciertas modalidades, los adaptadores en horquilla tienen una secuencia como se representa en la Figura 7, es
decir, [SEQ ID NO:1], [SEQ ID NO:2], [SEQ ID NO:3] 0 [SEQ ID NO:4].

El producto de ligazén entre los adaptadores en horquilla y los polinucleétidos bicatenarios es un polinucleétido
monocatenario cerrado covalentemente. Ver, por ejemplo, la Figura 1 ("Ligazén del adaptador”). Dicho polinucleétido
también puede describirse como un polinucleétido circular monocatenario. Como se usa en la presente descripcion,
el término "molécula de ADN cerrada covalentemente” se refiere a una molécula de ADN que no tiene extremo libre
5" o 3. Tales moléculas también se denominan "ADN circular'. Debido a que tienen secuencias internas
complementarias, tales moléculas pueden asumir una forma de "mancuerna". Un inserto polinucleotidico flanqueado
en uno o ambos extremos por adaptadores en horquilla se denomina "polinucledtido etiquetado con adaptador”.

Una coleccién de polinucleétidos etiquetados con adaptador se denomina "biblioteca de &cido nucleico".
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Tipicamente, en el caso del ADNCcf, una biblioteca de acido nucleico que comprende una poblacién de moléculas de
ADN reparadas por el extremo incluye inserciones de polinucleétidos que tienen diferentes secuencias de
nucleétidos.

Los polinucledtidos monocatenarios cerrados covalentemente, pueden amplificarse por los métodos descritos en la
presente descripcién.

C. Amplificacion

En ciertas modalidades, la amplificaciéon de polinucleétidos monocatenarios cerrados covalentemente implica el uso
de una primasa/polimerasa dirigida por ADN, tal como TthPrimPol; una ADN polimerasa que tiene actividad de
desplazamiento de cadena, tal como Phi29; y desoxirribonucleétidos modificados o no modificados. En combinacién,
estos reactivos producen la amplificacién de circulo rodante cebada por la primasa/polimerasa y extendida por la
ADN polimerasa. Ademas, la combinacién de primasa/polimerasa y ADN polimerasa puede afectar la amplificacién
de desplazamiento de miltiples cadenas a través de la activacion de moléculas amplificadas con la
primasa/polimerasa y/o cebadores de oligonucleétidos aleatorios y extension de cebador por la ADN polimerasa. La
amplificacién por desplazamiento de multiples cadenas produce una estructura ramificada a medida que la sintesis
de ADN se inicia y se extiende desde muchas posiciones en las moléculas amplificadas.

Ademas, la amplificacién puede lograrse sin el uso de moléculas de cebadores de oligonucleétidos mediante el uso
de adaptadores en horquilla que comprenden uno o més sitios de reconocimiento de primasa junto con una primasa
que tiene actividad de cebado de ADN en ADN monocatenario, tal como TthPrimPol, y una ADN polimerasa que
tiene actividad de desplazamiento de cadena, tal como Phi29 y trifosfatos de desoxirribonucleétidos. Mediante el uso
de estos reactivos, se produce una estructura altamente ramificada durante la amplificaciéon de desplazamiento de
multiples cadenas.

1. Primasa/Polimerasa

Como se usa en la presente descripcién, el término "activacién" se refiere a la generacién de un cebador de
oligonucleétido en una plantilla de polinucleétido.

Para la amplificacién del ADN, la primasa/polimerasa es una primasa/polimerasa dirigida por ADN, y es una enzima
PrimPol. TthPrimPol. A diferencia de la mayoria de las primasas, PrimPol es capaz de iniciar exclusivamente las
cadenas de ADN con dNTP. La enzima TthPrimPol es una primasa/polimerasa de Thermus thermophilus
("TthPrimPol").

La primasa/polimerasa HB27 de Thermus thermophilus se describe, por ejemplo, en el documento WO
2014/140309, publicado el 18 de septiembre de 2014 ("Methods for amplification and sequencing using
thermostable TthPrimPol"). Tiene una secuencia de aminoacidos que se muestra en la Figura 18 [SEQ ID NO:
10]. Lleva la ID de gen: NC_005835 en la base de datos Entrez del NCBI, proteina WP_011173100.1
TthPrimPol puede obtenerse comercialmente en kits de Expedeon (Cambridge, Reino Unido).

La PrimPol humana se conoce también como MYP22; CCDC111 y Primpoll, y se describe en la presente
descripcién, pero no es parte de la invencién. Lleva la ID de gen: 201973 en la base de datos Entrez del NCBI.

Las PrimPol descritas en la presente descripcién pueden ser un pariente de cualquier PrimPol descrita en la
presente descripcién, que incluye lo siguiente: Una variante alélica (una variacién de origen natural de un gen), una
variante artificial (un gen o proteina que comprende una o mas modificaciones genéticas de un gen o proteina de
origen natural mientras mantiene la funcién natural), un homélogo (un gen de origen natural de otro género o
especie que el definido, o un gen distinto en la misma cepa o especie que codifica una proteina que tiene un plegado
y una funcién casi idénticos); un ortdlogo (un homélogo que se produce en otro género o especie que el que se
analiza) o un paralogo (un homélogo que se produce en la misma cepa o especie que el que se analiza, por ejemplo,
como resultado de la duplicacién de genes). Una enzima PrimPol descrita en la presente descripcién puede tener al
menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % o 99 % de homologia de secuencia de aminoécidos con la proteina de la SEQ
ID NO: 10.

2. ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena

Los métodos de amplificacién pueden emplear una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de cadena, por
ejemplo, una polimerasa con fuerte unién al ADN monocatenario, por ejemplo, en preferencia al ADN bicatenario. La
actividad de desplazamiento de cadena puede ser Util para desplazar las cadenas hibridadas de una molécula de
ADN mientras se extiende una posicién de cebador, por ejemplo, en el area de lazo de una estructura en horquilla.

Las ADN polimerasas con actividad de desplazamiento de cadena utiles en los métodos descritos en la presente

descripcién incluyen, por ejemplo, Phi29. La ADN polimerasa Phi29 puede obtenerse comercialmente de, por
ejemplo, New England Biolabs (Ipswich, MA, EE. UU.), ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.) y Expedeon
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(Cambridge, Reino Unido). La polimerasa Phi29 puede generar fragmentos de ADN de hasta 100 kb. La enzima
tiene una extremo actividad de correccidén de errores de exonucleasa 3' 5' y proporciona hasta 1000 veces mayor
fidelidad en comparacién con los métodos basados en la Taq ADN polimerasa. La polimerasa Phi29 puede funcionar
sobre un ADN que comprende estructuras secundarias tales como bucles de horquilla.

En otra modalidad, la ADN polimerasa puede ser la polimerasa de Bacillus steatothermophilus (Bst).
3. Trifosfatos de desoxirribonucleétidos

La creacibn de cebadores y la extensibn de cebadores se pueden lograr al proporcionar enzimas
primasa/polimerasa y ADN polimerasas con sustratos de desoxirribonucleétidos, por ejemplo, trifosfatos de
desoxirribonucleétidos. Tipicamente, estos incluyen las cuatro bases estandar, A, T, G y C. Sin embargo, en ciertas
modalidades pueden incluirse nucleétidos no naturales, tales como la inosina. En ciertas modalidades, los
nucleétidos pueden portar una etiqueta para la deteccién o captura de polinucleétidos en los que se incorporan.

4. Amplificacién de circulo rodante

La amplificaciéon de circulo rodante es un método para amplificar una molécula de ADN cerrada covalentemente tal
como una molécula de ADN bicatenaria cerrada covalentemente. La molécula de ADN plantilla se activa con un
cebador, por ejemplo, un cebador proporcionado por una primasa/polimerasa. Una ADN polimerasa realiza la
extensién del cebador en el cebador alrededor de la molécula de ADN cerrada. La polimerasa desplaza la copia
hibridada y continla la extensién del polinucleétido alrededor de la plantilla para producir un producto de
amplificacién concatenado.

5. Amplificacién por desplazamiento multiple

La amplificaciéon por desplazamiento multiple es un método de amplificacién de ADN no basado en PCR isotérmico
en el que la extension del cebador a partir de una molécula de plantilla produce moléculas que se priman y copian
mediante la extensién del cebador para producir una estructura en forma de rama. Las ramas se desplazan entre si
a medida que los cebadores se extienden desde una plantilla de molécula de ADN hacia el area de ramificacién. En
ciertas modalidades, MDA emplea hexdmeros aleatorios como cebadores para iniciar la amplificacién en multiples
sitios en una plantilla original y copias amplificadas de la misma. La amplificacién de multiples cadenas se describe
adicionalmente en, por ejemplo, el documento W0O2011/047307A1, publicado el 21 de abril de 2011 ("Amplificacién
por desplazamiento multiple"). Polimerizacién que extiende los cebadores en multiples sitios de cebado.

En los métodos descritos, la cebadura se lleva a cabo con TthPrimPol. En este caso, la cebadura incluye la provision
de trifosfatos de desoxirribonucleétidos como reactivo. En ciertas modalidades, los desoxirribonucleétidos no se
modifican. En otras modalidades, los desoxirribonucledtidos pueden modificarse mediante uniones a una etiqueta,
por ejemplo, una molécula fluorescente. Como se usa en la presente descripcién, el término "etiqueta" se refiere a
una porcién quimica unida a una molécula, tal como una molécula de acido nucleico. Las etiquetas detectables
incluyen, por ejemplo, etiquetas fluorescentes, etiquetas Iuminiscentes, etiquetas enzimaticas, etiquetas
colorimétricas tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreadas y etiquetas radiactivas.

Con referencia a la Figura 2, en los métodos descritos en la presente descripcién, se proporciona una plantilla de
molécula de é&cido nucleico monocatenario cerrado covalentemente ("ADNcf tratado previamente para afiadir
adaptadores en horquilla en ambos extremos"). TthPrimPol se proporciona y reconoce los sitios de reconocimiento
en el adaptador en horquilla y comienza la polimerizacién mediante la sintesis de cebadores. ("Reconocimiento de
horquilla por TthPrimPol y sintesis del cebador".) Una ADN polimerasa con preferencia por unirse a moléculas de
acido nucleico monocatenarias y actividad de desplazamiento de cadena amplifica la plantilla a través de una
combinacién de amplificacién de circulo rodante y amplificacién por desplazamiento multiple. La amplificacion de
circulo rodante proporciona una molécula concatenada que se dobla sobre si misma formando segmentos
bicatenarios en base a las secuencias complementarias. Estos dobleces incluyen ademés las secuencias del
adaptador que comprenden los sitios de reconocimiento de primasa/polimerasa. La primasa/polimerasa sintetiza
cebadores en la molécula concatenada que, a su vez, se extienden por la ADN polimerasa. El resultado es una
amplificacién exponencial de la molécula de plantilla original, tipicamente de forma ramificada. ("Desplazamiento de
cadena y amplificacién de circulo rodante exponencial mediante nuevos eventos de cebado".)

6. Otros métodos de amplificacion

En la presente descripcidn se describen otros métodos para amplificar moléculas de ADN monocatenarias cerradas
covalentemente.

En un método descrito en la presente descripcién, en lugar de iniciar la polimerizacién con una primasa/polimerasa,
la amplificacién se inicia con cebadores de secuencia aleatoria. Por ejemplo, los cebadores de secuencia aleatoria
pueden ser hexameros que comprenden un conjunto redundante de secuencias. La amplificacion puede continuar
mediante una amplificaciéon por desplazamiento multiple.
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En otro método descrito en la presente descripcién, la amplificacion de las moléculas de ADN monocatenarias
cerradas covalentemente, se realiza mediante la PCR con cebadores de oligonucleétidos redundantes (DOP). La
(DOP)-PCR usa un Unico cebador para la PCR (en lugar de un cebador directo e inverso). Este cebador es
generalmente un oligbmero que tiene aproximadamente 22 bases con una regién redundante de seis nucleétidos en
el centro, por ejemplo, CGACTCGAGNNNNNNATGTGG [SEQ ID NO: 9]. Esta regién redundante es una secuencia
aleatoria compuesta por cualquiera de los cuatro nucleétidos de ADN. Las primeras cinco etapas del procedimiento
DOP-PCR son una etapa de amplificacién no especifica. El cebador redundante junto con las bajas temperaturas de
hibridacién provocara un apareamiento aleatorio en ubicaciones a través de todo el genoma. Durante la PCR, la
extensién se producira a partir de estos cebadores y creara fragmentos largos.

En otro método descrito en la presente descripcién, la amplificacion de las moléculas de ADN monocatenarias
cerradas covalentemente, se realiza por amplificacion de preamplificacién de cebador (PEP). La preamplificacién de
extensién del cebador (PEP) utiliza cebadores aleatorios/redundantes y una temperatura de hibridacién de PCR
baja. Los cebadores pueden ser, por ejemplo, de aproximadamente 15 nucleétidos de longitud.

En otro método descrito en la presente descripcién, la amplificacion de las moléculas de ADN monocatenarias
cerradas covalentemente, se realiza mediante PCR con adaptador y enlazador (LA-PCR). En LA-PCR, el ADN
bicatenario se digiere con Msel, dejando un saliente TA para el apareamiento del adaptador y la posterior ligazén.
Un Unico cebador, complementario al adaptador, se usa para amplificar toda la muestra por PCR.

En otro método descrito en la presente descripcién, la amplificacion de las moléculas de ADN monocatenarias
cerradas covalentemente, se realiza mediante el uso de cualquier combinacién de una ADN polimerasa termostable
(por ejemplo, Taq polimerasa) y una ADN polimerasa de desplazamiento de cadena altamente procesativa (por
ejemplo, polimerasa Phi29 o polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst)). Uno de tales métodos son los ciclos
de amplificaciéon basados en multiples ciclos de recocido y lazo (MALBAC). MALBAC es un método de amplificacién
del genoma completo no exponencial. Los cebadores usados en MALBAC permiten que los amplicones tengan
extremos complementarios que forman bucles, lo que inhibe la copia exponencial.

D. Secuenciacién de ADN

Como se usa en la presente descripcién, el término "secuenciacién de alto rendimiento” se refiere a la secuenciacién
simultanea o casi simultanea de miles de moléculas de acido nucleico. La secuenciacién de alto rendimiento a veces
se denomina "secuenciacion de préxima generacion” o "secuenciacién masivamente paralela". Las plataformas para
la secuenciacién de alto rendimiento incluyen, sin limitacién, la secuenciacién de firmas masivamente paralelas
(MPSS), la secuenciaciéon de Polony, la secuenciacién por pirosecuenciacién 454, la secuenciacién de lllumina
(Solexa), la secuenciacién de SOLID, la secuenciacién de semiconductores de lon Torrent, la secuenciacién de
nanobola de ADN, la secuenciacion de molécula Unica de Heliscope, la secuenciacidén de tiempo real de molécula
Unica (SMRT) (PacBio) y la secuenciacién de ADN de nanoporo (por ejemplo, Oxford Nanopore).

Los métodos descritos en la presente descripcién pueden usarse para, sin limitarse a, la secuenciacién de genoma
completo, la secuenciaciéon de exoma y la secuenciacién de amplicén. En la medida en que el ADNcf apoptético
comprende secuencias de todo el genoma, el producto de amplificaciéon de los métodos descritos en la presente
descripcién representa una amplificacién de todo el genoma. Sin embargo, las propias moléculas amplificadas,
pueden estar sujetas a la amplificacion de amplicones especificos. La captura de secuencias mediante el uso de
cebadores dirigidos a secuencias de genes en el genoma puede usarse para aislar las moléculas amplificadas que
representan el exoma. Al transcribir de forma inversa el ARNm en ADNc bicatenario, se puede producir un
transcriptoma amplificado para la secuenciacién.

El ADN amplificado mediante los métodos descritos en la presente descripcién tiene propiedades del ADN
bicatenario. Esto se debe, al menos en parte, a la complementariedad dentro de las cadenas que se doblan sobre si
mismas. En consecuencia, el ADN amplificado puede prepararse para la secuenciacién como se podria hacer con el
ADN bicatenario nativo. Los métodos de preparacién de bibliotecas dependen tanto de la plataforma de
secuenciacién como del enfoque de secuenciacién. Por ejemplo, la plataforma de secuenciacién puede adaptarse
para lecturas cortas, tales como lllumina o lon Torrent, o para lecturas largas, tales como PacBio u Oxford Nanopore.
Los enfoques de secuenciacién incluyen la secuenciacion dirigida, del exoma completo o del genoma completo. Por
ejemplo, para realizar la secuenciacién de todo el genoma mediante el uso de lllumina, se puede cortar el ADN
(enziméticamente o mecéanicamente) a una longitud adecuada a las especificaciones de secuenciacion (por ejemplo,
lecturas de un solo extremo o de extremo emparejado y longitudes elegidas (150 nucleétidos, 250 nucleétidos, etc.).
Después del corte, las bibliotecas se preparan mediante el uso de kits que incluyen los adaptadores adecuados para
que se produzca la secuenciacidén. Por el contrario, cuando se usa la secuenciaciéon de genoma completo de lectura
larga, por ejemplo, PacBio y Oxford Nanopore, se recomienda una primera etapa con endonucleasa T7 para eliminar
la estructura de ADN de multiples ramas derivada del mecanismo de amplificacién por desplazamiento multiple
producido por todos los métodos de MDA. De lo contrario, se siguen diferentes métodos de preparacién de la
biblioteca en dependencia de la plataforma de secuenciacién. En los enfoques dirigidos, la PCR se usa para
amplificar ciertas regiones de interés, que seran las Unicas secuenciadas después.
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. Kits

En la presente descripcidn se proporcionan, ademas, kits para su uso en la realizaciéon de los métodos descritos en
la presente descripcién. Como se usa en la presente descripcién, el término "kit" se refiere a una coleccién de
elementos destinados a usarse juntos.

Ciertos kits descritos en la presente descripcién incluyen 2, 3, 4, 5, 6, 7, elementos seleccionados de: (1) una enzima
de PrimPol (por ejemplo, TthPrimPol); (2) una ADN polimerasa (por ejemplo, Phi29); (3) un adaptador en horquilla
monocatenario; (4) una o0 mas enzimas para la reparacién de extremos de ADNds (por ejemplo, T4 ADN polimerasa,
fragmento Klenow y/o Taq polimerasa); (5) una o mas enzimas para la ligazén de ADN; (6) dNTP; (7) un
potenciador, por ejemplo, para aumentar la eficiencia de la ligazén de ADN, por ejemplo, polietilenglicol; (8) tampdn
de reaccidén y (9) un tampén para su uso con cualquiera de los elementos mencionados anteriormente. En particular,
la invencién proporciona un kit en donde el kit puede realizar RCA y MDA en una Unica operacidén, que comprende:
(a) TthPrimPol; (b) una polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de cadena adecuada para la amplificacién
de circulo rodante (RCA) de ADN circular; (c) trifosfatos de desoxirribonucleétidos; y (d) un adaptador en horquilla
monocatenario adecuado para la unién a moléculas de ADN bicatenarias lineales, en donde el adaptador comprende
una secuencia cebadora XTC, en donde X es adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T). La polimerasa
puede ser la polimerasa Phi29. El kit puede comprender ademés una o0 méas enzimas para la reparacién de extremos
de ADNds, tales como la ADN polimerasa T4, el fragmento Klenow y/o la Taq polimerasa. Los kits pueden
comprender contenedores para contener estos reactivos. Los kits pueden incluir contenedores para contener los
reactivos. Los contenedores, por si mismos, pueden colocarse en un contenedor de envio. El contenedor puede
transmitirse por entrega manual o por un transportista comun, tal como un sistema postal nacional o un servicio de
entrega tal como FedEx. Los kits también pueden contener un contenedor para enviar la sangre recolectada a una
instalacién central, tal como una caja o una bolsa. Los kits también pueden incluir tipicamente instrucciones de uso,
asi como también y software para el analisis e interpretacién de datos.

Ejemplos

Ejemplo 1: La adicién de horquilla en ambos extremos del ADN de acuerdo con la descripcion permite la
amplificacion eficiente de moléculas de ADN cortas mediante amplificacién por desplazamiento multiple TruePrime

En la Figura 3 se muestra la amplificacién de moléculas de ADN cortas (200 pb) obtenidas por amplificacién por
PCR. La reparacion de extremos y la reaccién de adicién de cola de dA, y la adicién de los adaptadores en horquilla
permiten la amplificacién eficiente de la entrada de ADN corto por TruePrime.

La presencia en el ADN 1 de un Unico sitio de reconocimiento de restriccién para la enzima EcoRI nos permitid
obtener unidades Unicas del material amplificado (ver la Figura 4), lo que demuestra el mecanismo de amplificacién
ilustrado en la Figura 2.

Ejemplo 2: La amplificacién de circulo rodante de TruePrime muestra una amplificacién mas especifica de la
molécula diana que los métodos de MDA basados en cebadores sintéticos aleatorios

En la Figura 5 se muestra la amplificacién de moléculas de ADN cortas (200 pb) obtenidas por amplificacién por
PCR y sometidas al procedimiento de la descripcién: reparacién de extremos, adicién de cola de dA, ligazén de
adaptador en horquilla y amplificacién de circulo rodante. La amplificacién de circulo rodante puede llevarse a cabo
tanto con TthPrimPol (TruePrime) como con cebadores sintéticos aleatorios (RP) para activar la amplificacion,
mediante el uso de dos muestras de ADN preparadas independientemente como sustrato (Preparacién 1 y
Preparacién 2). El rendimiento de amplificacién es mucho mayor cuando se usan cebadores aleatorios (ver la Figura
5, parte superior). Sin embargo, el andlisis de la misma cantidad de ADN amplificado (500 ng) mediante digestién
con enzima de restriccidn revela que TruePrime (basado en TthPrimPol) produce mas moléculas diana (236 pb) que
los cebadores aleatorios, probablemente debido a la amplificacién de dimeros de cebadores, que es un
inconveniente bien conocido de los métodos de MDA basados en cebadores sintéticos aleatorios.

Ejemplo 3: La adicién de horquilla en ambos extremos del ADN de acuerdo con la descripcion permite la
amplificacién eficiente de las moléculas de ADN de 50 pb hasta 1250 pb mediante amplificaciéon por desplazamiento
multiple TruePrime

En la Figura 6 se muestra la amplificacién de las moléculas de ADN que varian de 50 pb hasta 1250 pb (50, 100,
150, 200, 400, 500, 600, 700, 800 y 1250 pb) obtenidas por amplificacién de PCR. La reparacién de extremos y la
reaccion de adicion de cola de dA, y la adicién de los adaptadores en horquilla permiten la amplificacion eficiente de
las diferentes moléculas de ADN por TruePrime.

Ejemplo 4: Eficiencia de la primasa de ADN de TthPrimPol en dependencia de la secuencia de horquilla del
adaptador.

En la Figura 7 se muestran los diferentes adaptadores en horquilla probados. Todos los adaptadores tienen
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secuencias autocomplementarias que permiten la autohibridacién de las moléculas que forman una horquilla. La
secuencia ¥ la longitud de la horquilla difieren en cada caso.

En la Figura 8 se muestra la actividad de la primasa del ADN de TthPrimPol, la enzima a cargo de sintetizar los
cebadores de ADN para la ADN pol de Phi29 en TruePrime, mediante el uso de adaptadores con diferentes tamafios
y secuencias de horquilla. El adaptador 1 muestra la actividad mas alta, como se puede deducir de la cantidad de
cebadores de ADN generados, asi como también la casi completa ausencia del nucleétido marcado no incorporado
(G*), lo que resalta la eficiencia de la actividad de la primasa de ADN mediante el uso de esta molécula.
Sorprendentemente, los otros tres adaptadores que contienen una secuencia de reconocimiento de TthPrimPol mas
accesible (3' CTCC 5') 6 muestren menos actividad, especialmente en el caso del adaptador 2. El adaptador 1
muestra la actividad mas alta y la secuencia més corta, por lo que se convierte en el mejor candidato para usarse en
el flujo de trabajo de amplificacion de ADNCcHf.

Ejemplo 5: EI método actual da como resultado una amplificacion muy eficiente de las muestras de ADN libre
circulante de pacientes con cancer.

Se reclutaron 48 pacientes con céncer para este estudio con consentimiento informado. Se extrajeron 10 ml de
sangre mediante el uso de tubos Streck Cell-free DNA BCT®. Se aislaron inmediatamente 3 ml de plasma mediante
un protocolo de centrifugacién de doble giro para evitar la contaminacién del ADN gendémico de las células
sanguineas nucleadas. El ADN libre circulante se purificé a partir de 1 ml de muestras de plasma mediante el uso
del kit de purificacién de ADNcf de referencia (kit de &cido nucleico circulante QlAamp de Qiagen). Se obtuvieron
diferentes rendimientos en cada caso cuantificado por Qubit (que varia de 0,12 hasta 21,6 ng/ul). El perfil de tamafio
del ADN libre circulante se analizé mediante el uso del kit Bioanalyzer HS para confirmar la presencia de las
moléculas de ADN libre circulante apoptético de interés (tamafio ~160-170 pb) y la ausencia de otras moléculas de
ADN mas largas.

1 ng de ADNCcf en cada caso siguid el flujo de trabajo de la descripcién para la amplificacién del ADNcf (etapas
mostradas en la Figura 9, parte izquierda); es decir, que comienza con las etapas de reparacién de extremos,
adicién de cola de dA y ligazén del adaptador 1. Después de eso, las muestras resultantes (15 pl) se amplificaron
mediante el uso de la tecnologia TruePrime. En la Figura 9 (parte derecha) se muestran los rendimientos de
amplificacién obtenidos. Todas las muestras de ADN libre circulante se amplificaron eficientemente.

Ejemplo 6: EI método actual da como resultado una amplificacién muy sensible de las muestras de ADN libre
circulante de pacientes con cancer.

En la Figura 10 se muestran la excelente sensibilidad y eficiencia del flujo de trabajo de la descripcién, que logra
rendimientos de amplificacién de ADN en el intervalo de microgramos a partir de picogramos de ADN libre circulante.
Es notable la proporcionalidad entre la cantidad de entrada y el rendimiento de amplificacién observado.

Ejemplo 7: La secuenciacién de genoma completo de lectura corta (lllumina) y de lectura larga (Oxford Nanopore
MinlON) confirma la viabilidad y eficiencia del flujo de trabajo del método para la amplificacién del ADN libre
circulante apoptoético.

Para la amplificacién de ADNcf por duplicado se sometieron al flujo de trabajo de la descripcién 4 ng de ADN libre
circulante de un paciente con cancer de colon (T3N1aMO0).

Secuenciacién del genoma completo de lectura larga (Oxford Nanopore MinlON): 1500 ng de cada ADN libre
circulante amplificado se trataron previamente con endonucleasa | de T7 antes de preparar la biblioteca para
eliminar la estructura de ADN ramificada multiple. Se usé el kit de secuenciacidén de ID de ligazén SQK-LSK108 y se
siguié el protocolo de ID de secuenciacidon de ADN gendmico para el dispositivo MinlON mediante el uso de SQK-
LSK 108. La celda de flujo se hizo funcionar durante 48 horas.

Las secuencias de la ejecucion de Oxford Nanopore MinlON se analizaron y probaron para determinar la aparicién
de la secuencia del adaptador en horquilla [SEQ ID NO:1]. Aunque la calidad de la secuenciacién no fue alta, la
secuencia del adaptador en horquilla [SEQ ID NO:1] podria encontrarse en casi cada lectura y fragmentos de
secuencia separados con una alta similitud (probada por BLAST de esos fragmentos, que tenian la misma regién
genética que el acierto).

En la Figura 11 se muestra la alta correlacién de fragmentos separados por la secuencia del adaptador en horquilla
[SEQ ID NO:1] con respecto a la longitud de la lectura de MinlON.

Secuenciacién de genoma completo de lectura corta (lllumina): se trituraron 1000 ng de cada ADN libre amplificado
con Covaris para obtener fragmentos de 500 pb. EI ADN cortado se purific6 mediante el uso de perlas AMPure y la
biblioteca se preparé mediante el uso del kit de biblioteca de ADN bajo NxSeq AmpFREE (Lucigen). Se afiadieron
indices dobles mediante PCR y las muestras se secuenciaron en un lllumina HiSeq 2500 mediante el uso de lecturas
de extremos emparejados (2 x 150 pb).
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En la Figura 12 se muestran los resultados de deteccién de cobertura y variante de ndmero de copia (CNV). La
cobertura de dos muestras del mismo paciente parece casi idéntica y muy uniforme, al igual que el grafico de CNV,
en el que, excepto por las partes Unicas, ambas muestras tienen una composicién idéntica de cromosomas. Las
lecturas se analizaron mediante CLC Genomics Workbench, se combinaron en una lectura y luego se separaron
nuevamente en la posicién de la horquilla. La secuencia de horquilla podria encontrarse en casi todas las lecturas
combinadas. Las lecturas apareadas separadas nuevamente y creadas artificialmente se alinearon con el genoma
humano y se analizaron para obtener las estadisticas de cobertura, la reproducibilidad y el contenido de CNV.

En la Figura 13 se muestra el grafico de cobertura de las dos muestras de un paciente en diferentes resoluciones.
Es notable la amplificacion casi idéntica y los resultados del proceso posterior a la secuenciacion.

Ejemplo 8: La secuenciacién de amplicones confirma la viabilidad y eficiencia del flujo de trabajo del método para la
amplificacién de ADN libre circulante apoptético.

26, 7, 84 y 150 ng de ADN libre circulante de tres pacientes diferentes con cancer de colon (T3/4) se sometieron al
flujo de trabajo de descripcién para la amplificacién de ADNCcf, obteniendo 15, 17 y 20 pg respectivamente. Se
secuenciaron 20 ng del ADNcf no amplificado y 50 ng del ADNcf amplificado de cada paciente mediante el uso del
Ensayo de ADNCcf del colon Oncomine™ con cédigos de barras moleculares de etiqueta para el multiplexado en un
sistema de secuenciacién lon Proton™, mediante el uso de un chip lon Proton™. Las bibliotecas se prepararon
mediante el uso del sistema lon Chef™. La alineacidn de la lectura se llevd a cabo mediante el uso del software
Torrent Suite y el llamado de variantes se realizé mediante el uso del software CLC con la siguiente configuracién:
Ploidia = 2. Ignorar posiciones con cobertura por encima= 1 000 000. Restringir la asignacién a las regiones diana =
Oncomine_Colon_cfDNA.03062017. Designed_BED. Ignorar pares rotos = NUm. Ignorar coincidencias no
especificas = Lecturas. Cobertura minima = 10. Recuento minimo = 2. Frecuencia minima (%) = 1,0-35,0. Filtro de
calidad base = num. Filtro de direccidn de lectura = nim. Filtro de direccidn de lectura relativa = ndm. Filtro de
posicién de lectura = num. Eliminar variantes de error de pirélisis = nim. Crear pista = si. Crear tabla anotada =
Nuam.

Se llevé a cabo la identificacién de variantes para variantes de un solo nucleétido, variantes de multiples nucleétidos,
inserciones y eliminaciones con diferentes frecuencias, del 35 % al 1 %. En la Figura 14 se muestra el nimero de
variantes anotadas y no anotadas detectadas en cada paciente al comparar las muestras de ADNcf amplificadas y
no amplificadas en cada caso.

En los tres casos, se detectaron mas variantes en la muestra amplificada que en la muestra no amplificada,
independientemente del umbral de frecuencia del alelo de la mutaciéon. Adicionalmente, el nimero de variantes
anotadas también es mayor en las muestras amplificadas que en las no amplificadas.

En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos para el primer paciente y el mayor nimero de variantes
clinicamente relevantes en la muestra amplificada en comparacién con la muestra de ADNcf no amplificada del
mismo paciente a dos frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %). Para la frecuencia del 1 %, se detectan 30
mutaciones clinicamente relevantes (ClinVar) en la muestra amplificada, mientras que solo 14 en la no amplificada.
De esos 14, 10 también se detectan en la muestra amplificada. Para la frecuencia del 35 %, se detectan 3
mutaciones ClinVar en la muestra no amplificada. Esas 3 y 2 mutaciones ClinVar adicionales se encuentran en el
material amplificado.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos para el segundo paciente y el mayor nimero de variantes
clinicamente relevantes en la muestra amplificada en comparacién con la muestra de ADNcf no amplificada del
mismo paciente a dos frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %). Para la frecuencia del 1 %, se detectan 31
mutaciones ClinVar en la muestra amplificada, mientras que solo 13 en la no amplificada. De esos 13, 10 también se
cubren en la muestra amplificada.

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos para el tercer paciente y el mayor nimero de variantes
clinicamente relevantes en la muestra amplificada en comparacién con la muestra de ADNcf no amplificada del
mismo paciente a dos frecuencias de alelos diferentes (1 % y 35 %). Para la frecuencia del 1 %, se detectan 26
mutaciones ClinVar en la muestra amplificada, mientras que solo 16 en la muestra no amplificada. De esos 16, 13
también se cubren en la muestra amplificada.

Por lo tanto, el uso del procedimiento de la descripcidn antes de la secuenciacién del amplicbn aumenta la
sensibilidad del analisis, lo que permite la deteccién de mas variantes clinicamente relevantes.
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Como se usa en la presente descripcidn, los siguientes significados se aplican a menos que se especifique de
cualquier otra manera. La palabra "puede" se usa en un sentido permisivo (es decir, que significa que tiene el

potencial de), en lugar de un sentido obligatorio (es decir, que significa debe). Las palabras "incluyen”, "que incluye"”
y "incluye" y similares significan que incluyen, pero no se limitan a. Las formas singulares "un", "una" y "el/la"
incluyen referentes plurales. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un elemento" incluye una combinacién de dos
0 més elementos, a pesar del uso de otros términos y frases para uno o mas elementos, tales como "uno o mas". El
término "0" es, a menos que se indique de cualquier otra manera, no exclusivo, es decir, que abarca tanto "y" como
"o". El término "cualquiera de" entre un modificador y una secuencia significa que el modificador modifica cada
miembro de la secuencia. Asi, por ejemplo, la frase "al menos cualquiera de 1, 2 o 3" significa "al menos 1, al menos
2 0 al menos 3"

Debe entenderse que la descripcién y los dibujos no pretenden limitar la invencién a la forma particular descrita. Los
encabezados usados en la presente descripcidn son solo para propdsitos organizativos y no estan destinados a
limitar el alcance de la descripcién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para amplificar ADN que comprende:
a) proporcionar moléculas de ADN bicatenarias lineales;
b) unir adaptadores monocatenarios que comprenden una secuencia cebadora XTC, en donde X

es adenina (A), citosina (C), guanina (G) o timina (T), a ambos extremos de las moléculas de ADN bicatenarias
lineales para producir moléculas de ADN monocatenarias cerradas covalentemente, que comprenden secuencias
internas complementarias, en donde la secuencia cebadora XTC se ubica en la porcién no complementaria de los
adaptadores; y

c) amplificar las moléculas de ADN monocatenarias cerradas covalentemente, en una Unica
operacidén mediante (i) amplificacién de circulo rodante mediante el uso de una ADN polimerasa que tiene actividad
de desplazamiento de cadena y (ii) amplificacion por desplazamiento multiple mediante el uso de TthPrimPol.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde las moléculas de ADN bicatenarias lineales comprenden
moléculas de ADN libre circulante apoptético, por ejemplo, que tienen tamafios de menos de 480 pb, menos de 320
pb, o entre aproximadamente 140 pb y 180 pb (por ejemplo, con un promedio de aproximadamente 160 pb).

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ADN bicatenario lineal se
deriva de uno o méas fluidos corporales de mamiferos, por ejemplo, seleccionados de CSF, sangre, plasma, suero,
ascitis, orina, saliva, lagrimas, leche, semen y liquido sinovial.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde proporcionar el ADN bicatenario
lineal comprende reparacion de extremos y/o adicién de cola de dA.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los adaptadores tienen una
estructura en horquilla.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende unir adaptadores que
tienen la siguiente secuencia: 5TAACATTTGTTGGCCACTCAGGCCAACAAATGTTATS' [SEQ ID NO:1].

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde unir los adaptadores comprende
ligazén de extremos romos o ligazdn de extremos cohesivos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las moléculas de ADN
bicatenarias lineales tienen un tamafio que varia de 50 pb a 1250 pb.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende: proporcionar moléculas
de ADN libre circulante apoptético;
realizar la reparacién de extremos y la adicién de cola de dA de las moléculas de ADN libre circulante;
y
ligar adaptadores en horquilla que comprenden un saliente de dT a las moléculas de ADN libre
circulante con extremos reparados y cola de dA afiadida.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la amplificacién comprende la
extensién de la cadena mediante el uso de la polimerasa Phi29.

1. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la amplificacién por
desplazamiento multiple se realiza sin la adicién de cebadores sintéticos.

12. Un kit para amplificar el ADN en donde el kit puede realizar RCA y MDA en una Unica operacién, el kit

comprende:

(a) TthPrimPol;

(b) una polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de cadena adecuada para la
amplificacién de circulo rodante (RCA) de ADN circular,

(c) trifosfatos de desoxirribonucleétidos; y

(d) un adaptador en horquilla monocatenario adecuado para la unién a las moléculas de ADN
bicatenarias lineales, en donde el adaptador comprende una secuencia cebadora XTC, en donde X es adenina (A),
citosina (C), guanina (G) o timina (T), y en donde la secuencia cebadora XTC se ubica en la porcién no
complementaria del adaptador.

13. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde la polimerasa es la polimerasa Phi29.

14. El kit de acuerdo con la reivindicaciéon 12 o 13, que comprende ademas una 0 mas enzimas para la
reparacién de extremos de ADNds, tal como la ADN polimerasa T4, el fragmento Klenow y/o la Taq polimerasa.
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Amplificacion de ADN de fragmentos de ADN cortos debido
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Adaptadores probados

SEQ ID NO: 1

TGAGGCC%GAMTG‘I‘TAT 37
C ACCGGTTGTTTACAAT
SEQIDNO: 2
c’t QIDNO

T TQGCSMQ&MTGTTAT 3

€ mCCGGTTGTTTACAAT
Cop

c T p SEQIDNO: 3
T T GGCCAACAAATGTTAT 3

C mCCGGTTGETTTACAAT
C T T
TT

TTTTTIq SEQ ID NO: 4

T GGCCAACARATGTTAT 37
pCCGGTTGTTTACAAT

Figura 7
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Rendimientos de amplificacién de ADN obtenidos a partir de diferentes cantidades de ADN
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3 mutaciones ClinVar en NA y Amp:
- Céncer colorrectal familiar (APC)
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4 mutaciones ClinVar en Amp:
- Sindrome hereditario de predisposicién al cancer (TP53)

- Sindrome hereditario de predisposicién al cancer (SMADA4)
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- Sindrome hereditario de predisposicion al cancer (TP53)
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