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DESCRIPCION

Método de analisis de acidos nucleicos.
Objeto de la invencion

La presente invencién se enmarca en el campo de la biologia molecular. En particular, la presente invencién tiene
por objeto un método de andlisis de acidos nucleicos que puede ser utilizado para determinar la presencia de varia-
ciones en el genoma de un organismo, tanto a nivel de alteraciones en la secuencia como de nimero de copias de un
gen.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, una de las técnicas utilizadas para analizar cambios en el nimero de copias de un gen en un genoma
es el método conocido como hibridacién gendémica comparativa (CGH, comparative genomic hybridization), que
permite detectar grandes cambios cromosémicos que tienen lugar en las células incluyendo la pérdida, duplicacién y
transubicacién de ADN de un cromosoma a otro.

Con el desarrollo de las micromatrices de ADN (también denominadas chips o microarrays de ADN), éstas han
sido rdpidamente integradas en los estudios de mapeo gendmico, con lo que se obtienen unos mejores niveles de
resolucidn y sensibilidad en el andlisis comparativo de ADN gendémico y una mayor capacidad de reproduccién que
permiten la deteccioén fiable de alteraciones a nivel individual en los genes.

Gracias a su versatilidad, la tecnologia de micromatrices de ADN presenta aplicaciones en los campos de la trans-
criptémica, la genética y la epigenética. En este sentido, se han desarrollado distintos protocolos para el marcaje de
las muestras de ARN y ADN para poder llevar a cabo andlisis masivos en paralelo.

Tedricamente, deberian observarse diferencias en la distribucion de las intensidades de sefial cuando se lleva a
cabo una hibridacién con micromatrices de ADN segun si la muestra hibridada es ARN o ADN. En una célula, los
genes se expresan de forma diferencial por lo que las distintas especies de ARN que se encuentran en una muestra
de ARN total pueden presentar diferencias en los niveles de expresion de hasta 4 6rdenes de magnitud. En conse-
cuencia, las sefiales de hibridacién de muestras de ARN o aRNA marcadas cubren un rango de intensidades de sefial
similar (es decir, de unos 4 6rdenes de magnitud) para las sondas que se encuentran en la superficie de la micro-
matriz.

Por contra, aparte del ADN repetitivo o de fragmentos de ADN duplicados o ausentes en muestras individuales,
la prevalencia de los diferentes fragmentos de ADN en una muestra de ADN gendémico es idéntica, por lo que se
esperaria que la variacion de la intensidad de la sefial entre las distintas sondas de la superficie de la micromatriz fuese
sustancialmente menor y que estuviera limitada a pequefias variaciones en la eficiencia de marcaje de los distintos
fragmentos de ADN o a variaciones en la eficiencia de hibridacién entre los diferentes fragmentos marcados y las
sondas en la superficie de la micromatriz.

Sin embargo, el andlisis de la distribucion de sefales que se obtienen a partir de los distintos protocolos publicados
de hibridacién de genoma completo o de subgenoma revela que la distribucién de las intensidades de sefial para las
sondas de la superficie de la micromatriz se asemeja a la que se obtiene en los andlisis de expresion génica, incluso
cuando se tiene un cuidado absoluto en el procedimiento de seleccién de sondas.

Los protocolos de marcaje que se han utilizado para estudios del genoma incluyen:

- fragmentacién del genoma utilizando DNasa I y marcaje en los extremos con transferasa terminal usando UTP
marcado (Borevitz ef al., 2003. Large-scale identification of single-feature polymorphisms in complex genomes. Ge-
nome Research 13:513-523; Winzeler et al., 1998. Direct allelic variation scanning of the yeast genome. Science
281:1194-97).

- marcaje al azar con cebadores (opcionalmente tras digestion con un enzima de restriccion para generar fragmen-
tos mds pequefios) utilizando dNTPs marcados (Pollack et al., 1999. Genome-wide analysis of ADN copy-number
changes using cDNA microarrays. Nature Genetics 23: 41-46).

- amplificacién subgendmica mediante digestion con uno o varios enzimas de restriccion, ligacién de un adaptador
y amplificacién utilizando cebadores basados en el adaptador, seguido del marcaje en los extremos con transferasa
terminal usando UTP marcado (Maitra et al., 2005. Genomic alterations in cultured human embryonic stem cells.
Nature Genetics 37(10): 1099-1103).

- amplificacién subgendémica mediante digestién con uno o varios enzimas de restriccion, ligacién de un adaptador
y amplificacién utilizando cebadores marcados en un extremo basados en el adaptador.

Todos estos protocolos generan sefiales distribuidas sobre 3-4 6rdenes de magnitud, es decir, en el rango de de-
teccidn total de los escaneres utilizados actualmente. Hasta el momento se desconocen los motivos por los cuales se
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produce esta distribucion en las intensidades de sefial, aunque esta variacién no se puede explicar completamente por
el método de marcaje, por diferencias en las caracteristicas termodindmicas de las sondas sobre la superficie, o por
variaciones en el proceso de escaneado y, por lo tanto, deben ser causadas por desviaciones producidas en el método
de marcaje.

Por este motivo, se han hecho algunos intentos para mejorar el método de marcaje encaminados a disminuir la
amplitud del rango de intensidades de sefial (Lieu et al., 2005. Development of a DNA-labeling system for array based
comparative genomic hybridization. J. Biom. Tech. 16:104-111).

La distribucion de las intensidades de sefial en un rango amplio tiene varias consecuencias en la practica:

- dado que la relacién sefial/ruido de fondo empeora en el rango mas bajo de sefial, una fraccién de las sefiales
pierde calidad para el andlisis. La intensidad de sefial en el extremo inferior del espectro puede mejorarse afiadiendo
(hasta un cierto limite) mads ADN marcado, pero esto hace que las sefiales mds altas se muevan hacia la saturacién y
se pierda la capacidad cuantitativa para estos puntos.

- para algunas aplicaciones, incluyendo el mapeo de ADN, es deseable poder llevar a cabo andlisis masivos de
muestras de ADN, de forma que en lugar de realizar el andlisis de una tinica muestra en comparacién con un control,
el andlisis se realiza sobre una mezcla de varias muestras de tal manera que el nivel de hibridacién en la mezcla
refleja, en comparacion con una muestra referencia positiva y con una muestra referencia negativa, la frecuencia de
la presencia de una sefial en la muestra que contiene la mezcla. Tipicamente, seria deseable poder detectar una sefial
que reflejase una dilucién de cien veces de la sefial de la muestra referencia positiva. Si, por ejemplo, las sefiales
detectables se encuentran en el rango entre 60 y 60000, la sefial de referencia positiva deberia alcanzar un valor de al
menos 6000, y la muestra referencia negativa deberia tener un valor residual claramente por debajo de 60. Para estas
aplicaciones, todas las intensidades de sefial deberian estar comprendidas entre 100 veces la sefial minima claramente
detectable y las sefiales detectables mds altas dentro del rango lineal del escdner. Utilizando los protocolos actuales
de marcaje de ADN, este criterio elimina la mayoria de las sondas, porque hay relativamente pocas sondas con una
intensidad mayor que 100 veces el ruido de fondo.

- para otras aplicaciones, incluyendo el andlisis de las variaciones en el nimero de copias de un gen (como
por ejemplo la CGH), es deseable obtener en el centro del espectro la sefial correspondiente al nimero de co-
pias mds frecuentemente observado para permitir la identificacién de duplicaciones o deleciones con la maxima
fiabilidad.

Sin embargo, con los protocolos actuales la mayoria de puntos aparecen a intensidades de sefial bajas, lo que
dificulta la interpretacion de los cambios observados en las intensidades de sefial. Esto puede observarse al analizar
los datos publicados en la literatura como, por ejemplo, el trabajo publicado por Barrett y colaboradores (Barrett MT
et al. Comparative genomic hybridization using oligonucleotide microarrays and total genomic DNA. Proc Natl Acad
Sci U S A. 2004 Dec 21;101(51):17765-70).

Este grupo de investigacion extrajo ADN gendémico de muestras humanas usando Trizol (Invitrogen, USA) como
reactivo de extraccidn ademads de purificaciones por fenol-cloroformo. 10 ng de este ADN fue amplificado por PCR
usando polimerasa ¢29. Después este ADN amplificado fue digerido con dos enzimas de restriccion, Alul y Rsal, con
un tiempo de incubacién de 2 horas a 37°C. El marcaje de las muestras se llevé a cabo con 6 ug de ADN digerido y
purificado con el kit “Bioprime labelling kit (Invitrogen, USA) afadiendo un nucleétido marcado con los fluoréforos
Cy3 o Cy35, siguiendo los pasos recomendados por dicha casa comercial.

Antes de la hibridacidn, las muestras marcadas fueron desnaturalizadas a 100°C durante 1,5 minutos e incubadas a
37°C durante 30 minutos. Las muestras se hibridaron usando recomendaciones de Agilent Technologies e incubando
la muestra referencia y la muestra problema sobre la micromatriz a una temperatura de 65°C toda la noche. Las
micromatrices fueron después lavadas segtin el protocolo de Agilent y escaneadas usando un escaner Agilent 2565AA
DNA microarray scanner.

La representacién grafica de los datos correspondientes al Dataset 14 de esta publicacién se muestran en las fi-
guras 5SA y 5B y el andlisis de los datos realizado segtn se describe posteriormente se recogen en la Tabla 1. Para
poder estimar la dispersiéon experimental técnica de la plataforma (es decir, la dispersion de los niveles de sefial
de un punto repetido, no la dispersion del conjunto total de datos obtenidos de las diferentes sondas), se han to-
mado como controles los oligonucledtidos repetidos varias veces en la micromatriz usada en este documento. En
particular, las sondas usadas como controles son: ITGB3BP, EXO1, FLJ22116, IF2, CPS1, ST3GALVI, FLJ20432,
HPS3, ARHH, SPP1, DKFZp762K2015, CENPE, CCNA2, ESM1, NLN, KIAA0372, LOX, RAD50, RAB6KIFL,
FLJ20364, FLJ20624, SERPINEI1, FLJ11785, FLJ11785, LOXL2, WRN, RAD54B, CML66, HAS2, MGC5254,
MLANA, COL13A1, AD24, LMO2, CD69, L0051290, FLJ21908, MGC5585, KNTC1, TNFRSF11B, MGC5302,
BAZIA, AND-1, HIF1A, IF127, FANCA, BRCA1, PMAIP1, HMCS, STCH, SERPIND1 y NSBPI. Todas estas son-
das estédn repetidas 10 veces.
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TABLA 1
Canal Verde Canal Rojo
Porcentaje relativo de dispersion de las sefiales de las sondas 174 % 173 %
Porcentaje relativo de dispersién de las sefiales de los controles 33% 34 %
Relacion dispersion sondas/dispersion controles 527 5,09

Como puede observarse a partir de los datos de la Tabla 1, las sefiales de las sondas presentaban una dispersion de
mas de 5 veces la dispersién mostrada por los controles, ilustrando que hay una dispersion real no debida a la ejecucién
técnica del experimento. Ademds, graficamente se observa que las sefiales correspondientes a las sondas se distribuyen
a lo largo de la diagonal del grafico (Figura SA, grafica de dispersion de las sefiales obtenido en el canal verde y el
canal rojo) con una mayor frecuencia a intensidades de sefial bajas (Figura 5B, histograma que refleja la distribucién
de las sefales). Estos resultados indican que la particular combinacién del protocolo de marcaje y la hibridacién con la
coleccién de sondas sobre la superficie utilizada en esta publicacion introduce una variabilidad no deseable que puede
afectar la fiabilidad de parte de los resultados usados.

En la presente invencion se describe un método para el andlisis de ADN gendémico que comprende un fraccio-
namiento del ADN, la ligacién de adaptadores y una etapa de transcripcién in vitro de las muestras utilizando ARN
polimerasa. En esta etapa se generan un conjunto de fragmentos de ARN equivalentes a los fragmentos de ADN a
analizar, siendo estos fragmentos de ARN los que se hibriden con los oligonucleétidos de la micromatriz de ADN para
llevar a cabo el andlisis. En esta etapa puede llevarse a cabo optativamente el marcaje de las muestras. El método de
la presente invencién permite reducir significativamente la variabilidad en las intensidades de sefial de las muestras
analizadas.

Descripcion de la invencion
La presente invencion tiene por objeto un método de andlisis de 4dcidos nucleicos que comprende las etapas:
a) fragmentacién de una muestra de ADN gendmico,

b) ligacién, en los extremos de los fragmentos de ADN obtenidos, de adaptadores especificos compatibles con los
extremos generados donde al menos uno de los adaptadores ligados contiene una secuencia promotora funcional,

¢) amplificacién de los fragmentos obtenidos utilizando cebadores especificos basados en los adaptadores,

d) transcripcién in vitro de los fragmentos de ADN amplificados con una ARN polimerasa capaz de iniciar la
transcripcion a partir de la secuencia promotora contenida en los adaptadores utilizando una mezcla de nucleé6tidos
(tNTPs),

e) hibridacién con los oligonucleétidos de la micromatriz de ADN y deteccidn de los fragmentos hibridados, y
f) comparacion cuantitativa de las sefiales de diferentes muestras analizadas.
En la figura 1 se muestra un esquema de un ejemplo de las etapas que conforman el método de la invencion.

La fragmentacién de una muestra de ADN gendémico puede llevarse a cabo por métodos quimicos, como por
ejemplo tratamiento con 4cido clorhidrico, hidréxido sodico, hidracina, etc.; métodos fisicos, incluyendo tratamiento
con radiacién ionizante, sonicacién, etc. o métodos enzimadticos, como por ejemplo digestién con endonucleasas, tales
como enzimas de restriccién. En una realizacién de la invencidn, la fragmentacion se realiza mediante digestién con
al menos un enzima de restricciéon. En otra realizacién de la invencidn, la fragmentacién se realiza mediante digestion
con dos enzimas de restriccion.

El método de la presente invencién puede utilizarse para analizar cualquier muestra de ADN gendmico aislada a
partir de cualquier organismo en el que se desee estudiar la presencia de variaciones en el genoma. Dicho método puede
aplicarse, entre otros, para el andlisis a gran escala de polimorfismos de caracteristica unica (SFP, single-feature poly-
morphisms), hibridaciéon genémica comparativa (CGH) que permite determinar la delecion de un gen o un fragmento
del mismo o la presencia de dos o mas copias de un gen o fragmentos del mismo, mapeo genético a base de anélisis
de individuos o por “bulked segregant analysis”, identificacién de mutaciones puntuales de un solo nucleétido (SNP,
single nucleotide polymorphisms), localizacién de trasposones, ChIP-on-chip (“Chromatin immunoprecipitation on
chip”), etc.

El término micromatriz o micromatriz de ADN se refiere a una coleccién de multiples oligonucledtidos inmovili-
zados sobre un sustrato s6lido, donde cada oligonucleétido estd inmovilizado en una posicién conocida de forma que
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la hibridacién con cada uno de los multiples oligonucleétidos se puede detectar por separado. El sustrato puede ser
compacto o poroso, plano o no plano, unitario o distribuido. Las micromatrices de ADN sobre las que se lleva a cabo
la hibridacién y deteccidn en el método de la presente invencién pueden ser elaboradas con oligonucleétidos deposi-
tados por cualquier mecanismo o con oligonucleétidos sintetizados in situ mediante fotolitografia o por cualquier otro
mecanismo.

El término sonda se refiere a los oligonucledtidos inmovilizados sobre el sustrato sélido con los que tiene lugar la
hibridacién de los 4cidos nucleicos a analizar.

En una realizacién de la invencion, la deteccién de los fragmentos hibridados se lleva a cabo a partir de la cuanti-
ficacién directa de la cantidad de muestra hibridada sobre las sondas de ADN contenidas en la micromatriz de ADN.
Dicha cuantificacién directa se puede llevar a cabo mediante técnicas que incluyen, pero no se limitan a, microscopia
de fuerza atémica (AFM), microscopia de efecto tinel (STM) o microscopia electrénica de barrido (SEM); métodos
electroquimicos, como medida de impedancia, voltaje o amperaje; métodos Opticos, como microscopia confocal y no
confocal, microscopia de infrarrojos, detecciéon de fluorescencia, luminiscencia, quimioluminiscencia, absorbancia,
reflectancia o transmitancia y, en general, cualquier técnica de andlisis de superficies.

En otra realizacién de la invencidn, la deteccién de los fragmentos hibridados se lleva a cabo mediante la detec-
cién de un marcaje incorporado en los fragmentos a analizar. En particular, el marcaje tiene lugar durante la etapa
de transcripcion in vitro mediante la incorporacién de andlogos de nucledtidos que contienen marcajes detectables
directamente, tales como fluor6foros, andlogos de nucleétidos que incorporan marcajes que pueden ser visualizados
indirectamente en una reaccion posterior, tales como biotina o haptenos, o cualquier otro tipo de marcaje de dcidos nu-
cleicos directo o indirecto conocido para un experto en la materia. En particular, el marcaje puede realizarse utilizando
Cy3-UTP, Cy5-UTP o fluoresceina-UTP para el marcaje directo o biotina-UTP para el marcaje indirecto.

El término secuencia promotora funcional se refiere a una secuencia de nucleétidos que puede ser reconocida por
una ARN polimerasa y a partir de la cual se puede iniciar la transcripcién. En general, cada ARN polimerasa reconoce
una secuencia especifica, por lo que la secuencia promotora funcional comprendida en los adaptadores se elige de
acuerdo con la ARN polimerasa que se utilice. Ejemplos de ARN polimerasas incluyen, pero no se limitan a, T7 ARN
polimerasa, T3 ARN polimerasa y SP6 ARN polimerasa.

La presente invencidn también tiene por objeto un kit que comprende los reactivos, enzimas y aditivos apropiados
para llevar a cabo el método de andlisis de dcidos nucleicos de la invencién.

Asimismo, la presente invencion también tiene por objeto un kit que comprende los reactivos, enzimas, aditivos y
micromatrices de ADN con las sondas apropiados para llevar a cabo el método de andlisis de 4dcidos nucleicos de la
invencion.

La presente invencion se basa en la mejora de los métodos de andlisis de 4cidos nucleicos mediante el uso de
micromatrices de ADN para el estudio de variaciones en el genoma de un organismo que se emplean en la actualidad.
Se observo que cuando a la preparacion de ADN se acoplaba una etapa de transcripcion in vitro de los fragmentos
de ADN amplificados por PCR utilizando una ARN polimerasa, la sefial de hibridacién con las sondas contenidas en
la micromatriz de ADN era mds intensa y mas homogénea que cuando se hibridaban directamente los fragmentos de
ADN obtenidos o marcados por otros medios. Dado que otros métodos de marcaje supuestamente aleatorios producen
un sesgo muy notable en la eficiencia de marcaje y/o hibridacién de los diferentes fragmentos marcados, este resultado
era inesperado, y de hecho los motivos por los que la presente invencion reduce o elimina este sesgo son de momento
desconocidos.

Para determinar la mejora del método de la presente invencidn en relacién con otros métodos cominmente utili-
zados en la actualidad, se tom6 como pardmetro de referencia la dispersidn de las intensidades de sefial que presentan
las muestras analizadas respecto a la dispersion de las intensidades de sefial de los controles de hibridacién.

Por ejemplo, para cada canal de lectura del escaner (correspondiente a un marcaje determinado) se calcul6 el por-
centaje relativo de dispersion de las intensidades de sefial como la relacion entre la desviacion estandar del conjunto de
valores y la media de dichos valores. En los ejemplos de la presente invencién se muestran los datos correspondientes
al marcaje con Cy3 (canal verde) y al marcaje con Cy5 (canal rojo).

Este célculo se realiz6 tanto para las sondas como para los controles incluidos en el experimento, lo que permitié
calcular también la relacién entre el porcentaje relativo de dispersion de las sefiales de las sondas respecto al porcentaje
relativo de dispersion de las sefiales de los controles. De esta forma se obtiene un valor que refleja el grado de dispersién
de las sondas respecto a la dispersién de los controles, ya que ésta es indicativa de la variabilidad intrinseca de la
hibridacion. Por otra parte, también se consideré como valor de referencia el promedio de la relacion entre la intensidad
de sefial de cada punto respecto a la intensidad de su propio ruido de fondo. En todos estos célculos se puede esperar
que cualquier aproximacion de normalizacion afectard a todos los valores de forma similar, dejando la relacién més o
menos invariable.

Para llevar a cabo el andlisis comparativo de las intensidades de sefial de dos muestras, se suele representar los
valores de las intensidades obtenidos a partir de la hibridacién con cada sonda contenida en la micromatriz en una
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gréfica de dispersion en base logaritmica reflejando los valores de la primera muestra en el eje X y los valores corres-
pondientes de la segunda muestra en el eje Y. La diagonal de la gréfica viene representada por aquellos puntos en los
que una sonda determinada presenta un mismo valor para ambas muestras. Cuando se comparan dos muestras idén-
ticas, idealmente, los puntos deberian estar situados sobre la diagonal. Sin embargo, experimentalmente se observa
que se produce una cierta dispersidn de los puntos con respecto a la diagonal (es decir, una dispersién perpendicular
a la diagonal), o por tanto una dispersion de la relacion de los valores de intensidad de dos muestras idénticas. Dicha
dispersion es indicativa del grado de reproducibilidad de los datos de una muestra para cada sonda y tiene asociada
una determinada desviacion estandar, calculada en base a la relacion de sefiales de las dos muestras para las diferentes
sondas sobre la superficie.

Por otra parte, en la grifica de dispersién descrita anteriormente, las sefiales de hibridacién para cada una de
las sondas se distribuyen a lo largo de la diagonal (o paralelo a la diagonal), siendo dicha distribucién intrinseca de
la intensidad de las sefiales en una muestra. Esta dispersion refleja la variacion en la eficiencia de la deteccion de
los diferentes fragmentos en una muestra, que viene dada por la combinacién de la variacién en la eficiencia del
protocolo de preparacion de los diferentes fragmentos de dcidos nucleicos para hibridacién (incluyendo, en su caso,
marcaje) y de la variacién en la eficiencia de la hibridacién de los diferentes fragmentos de dcidos nucleicos sobre
la superficie. Esta distribucion a lo largo de todo el rango de intensidades de sefal tiene asociada una desviacién
estandar relativa, definida por la relacion de la desviacion estdndar de las intensidades de las sondas de una muestra
dividida por el promedio de las intensidades de todas las sondas para esta muestra. La desviacion estdndar relativa
de las intensidades se puede calcular para el conjunto de todas las sondas de la muestra, o para un conjunto de
sondas repetidas que funcionan como controles. La relacién entre la desviacion estindar de las intensidades de la
muestra dividida por la relacién de la desviacién estdndar de las intensidades de los controles reflejara por tanto
la contribucién de la variacién en la eficiencia del protocolo de preparacion de los diferentes fragmentos de acidos
nucleicos para hibridacién (incluyendo, en su caso, marcaje) y de la variacion en la eficiencia de la hibridacién de los
diferentes fragmentos de acidos nucleicos sobre la superficie, a la dispersion total de la intensidad de las sefiales de una
muestra.

La presente invencion describe un protocolo de preparacidon de fragmentos de 4cidos nucleicos que reduce la
dispersion de la intensidad de los sefiales de una muestra obtenidos mediante su hibridacién con micromatrices de
ADN.

En una realizacién de la invencion, la hibridacién con micromatrices de ADN y la deteccién cumple el requisito
de que, cuando en el 4dcido nucleico original todos los fragmentos analizados estaban presentes en el mismo niimero
de copias, la relacion entre la dispersion relativa de las intensidades de sefial de las sondas de la muestra respecto a
la dispersion relativa de las intensidades de sefial de los controles es menor que 4, preferentemente menor que 3, mas
preferentemente menor que 2, atin mas preferentemente menor que 1,5.

Una de las formas de controlar la intensidad de las sefiales de hibridacién a lo largo de la diagonal es variando
la cantidad de muestra hibridada, de manera que a mayor cantidad de muestra hibridada, mayor sefial. De esta forma
se pueden ajustar las sefiales maxima y minima para que estén incluidas dentro del rango de deteccion del escaner.
No obstante, la variaciéon de la cantidad de muestra aplicada no afecta el perfil de la distribucidon de las sefales:
incrementando la cantidad de la muestra para subir la intensidad de sefiales poco intensas o por debajo del umbral de
deteccién definido por el nivel de ruido del andlisis, tendrd por consecuencia que sefiales intensas entrardn en la zona
de saturacién. La aplicacién del método de andlisis de la presente invencidn resulta en una homogenizacion de las
intensidades de sefial de las sondas de una muestra, pero también en un aumento de la intensidad del sefial promedio,
y mejora por tanto la relacion sefial ruido de los andlisis.

En el método de la presente invencidn la muestra que se hibrida con la micromatriz de ADN estd constituida por
ARN, lo que comporta algunas ventajas en relacién a otros métodos. Por un lado, la interaccion ARN-ADN es més
fuerte que la interaccion ADN- ADN, pudiendo ser esto una razén para la observacion del aumento de la intensidad
de la sefnal promedio. Por otro lado, la cadena simple de ARN no encuentra competencia por parte de moléculas
complementarias presentes en solucién para la hibridacion sobre las sondas de la superficie de la micromatriz, con lo
que se obtiene un mayor grado de hibridacién con las sondas contenidas en la superficie de la micromatriz de ADN.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un nuevo método de andlisis de dcidos nucleicos para la identifica-
cién de variaciones en genomas complejos con unas mejores sensibilidad, relacién sefial/ruido de fondo y reproduci-
bilidad que los protocolos utilizados actualmente.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 presenta un esquema detallado de un ejemplo de las etapas que comprende el método de la invencién
cuando se utilizan dos enzimas de restriccion para la digestion de la muestra de ADN.

La figura 2 muestra la representacion grafica, a escala logaritmica, de los resultados obtenidos tras el anélisis de
ADN genémico de levadura con el método segtin se describe en el ejemplo 1, es decir, con el marcaje de las muestras
durante la etapa de amplificacién por PCR y sin llevar a cabo la etapa de transcripcion in vitro. Se observa que los
valores de intensidad de sefial presentan una distribucion a lo largo de la diagonal del grafico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 301 342 B1

La figura 3 muestra la representacion grafica, a escala logaritmica, de los resultados obtenidos tras el andlisis de
ADN gendémico de levadura con el método de la invencién incluyendo una etapa de transcripcién in vitro, segin se
describe en el ejemplo 2. Se observa que los valores de intensidad de sefial muestran un menor rango de distribucién
cuando se lleva a cabo una etapa de marcaje de acuerdo con el método de la presente invencion.

La figura 4A muestra la representacion grafica, a escala logaritmica, de los resultados obtenidos tras el andlisis de
ADN gendmico de arroz con el método de la invencion, segtin se describe en el ejemplo 3. También se observa que
los valores de intensidad de sefial muestran un menor rango de distribucién cuando se aplica el método de la presente
invencion. La figura 4B muestra el histograma correspondiente a la frecuencia de las intensidades de sefial obtenidas
en el ejemplo 3 para el canal verde, correspondiente al marcaje con Cy3. Se observa que las muestras presentan una
distribucién normal.

La figura SA muestra la representacion gréfica, a escala logaritmica, de los datos correspondientes al DataSetl4 del
trabajo de Barrett y colaboradores descrito anteriormente. Se observa que los valores de intensidad de sefial presentan
una distribucién a lo largo de la diagonal del gréfico. La figura 5B muestra el histograma correspondiente a la fre-
cuencia de las intensidades de sefial para estos mismos datos para el canal verde, correspondiente al marcaje con Cy3.
Se observa que se obtiene una mayor importante dispersién de la intensidad de las sefales y una mayor frecuencia a
intensidades de sefial bajas.

Ejemplos

A continuacion se describen algunos ejemplos no limitativos del método de la presente invencion.

Ejemplo 1

Andlisis de ADN genomico de levadura con marcaje mediante amplificacion con cebadores marcados con los fluoro-
foros Cy3 y Cy5 sin etapa de transcripcion in vitro

Preparacion del ADN

Se extrajo el ADN gendémico a partir de una especie de levadura, Saccharomyces cerevisiae. Se precipitaron las
células del cultivo de la levadura mediante centrifugacidn, se resuspendieron en 600 u1 de solucién de extraccidon de
ADN (100 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA pH 8), se afiadieron 40 ul de SDS 20%, se mezcl6 bien y se incubd 10 minutos
a 65°C, se afiadieron 200 ul de acetato de potasio frio y se incubd 15 minutos en hielo. Después se centrifugé a 4°C
a 16000 rpm durante 15 minutos en microcentrifuga y se afiadieron 600 ul de isopropanol a 400 ul de sobrenadante.
El ADN se precipité mediante centrifugacion a 16000 rpm durante 15 min, el precipitado se lavé con 200 ul de etanol
70% y se dejo secar. Se disolvi6 el precipitado en 100 ul de TE.

Purificacion del ADN

Se afiadieron 2 ul de RNasa 10 mg/ml a la muestra, se incubd durante 15 minutos en el bafio a 37°C. Se afiadieron
100 ul de solucién CTAB (2% peso/volumen CTAB= bromuro de hexadeciltrimetil amonio; 200 mM Tris; 50 mM
EDTA pH 7.5, 2M NaCl), y después de una incubacién de 15 minutos a 65°C, se afiadieron 200 ul de CHCl;:alcohol
isoamilico 24:1. Se centrifugé durante 5 minutos en la microcentrifuga a 15000 rpm y se precipitaron 200 ul del
sobrenadante con 180 ul de isopropanol. Se centrifugd en la microcentrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos, el
precipitado se lavé con 100 ul de etanol al 70% y se dej6 secar al aire. El precipitado se disolvi finalmente en 50 ul
de agua.

Digestion de ADN vy ligacion de adaptadores

Se digirié el ADN gendmico total (2 ug) con Sacl (Fermentas, Lituania) y Msel (New England Biolabs, USA)
en un tiempo de incubacién de 3 horas a 37°C. A los fragmentos de ADN generados tras la digestion, se ligaron el
adaptador Sacl compatible con el extremo cohesivo del enzima Sacl y el adaptador Msel compatible con el extremo
cohesivo Msel mediante la T4 ADN ligasa (Fermentas, Lituania) en el tampdén T4 ligasa buffer (Fermentas, Lituania)
en un tiempo de incubacién de 4 horas a temperatura ambiente.

Amplificacion de ADN

Se amplificaron los fragmentos Sacl/Msel mediante PCR usando dos cebadores especificos basados en la secuencia
de los adaptadores, a una concentracién 200 nM cada uno, en una reaccién con tamp6n 1x Taq, 1,5 mM de MgCl,, 200
nM de dNTP, 1 U de Taq polimerasa (Fermentas, Lituania) usando el siguiente programa de ciclos: 2 min a 72°C; 2
min a 94°C; 34 ciclos de 30 s a94°C, 30s a 56°C, 90 s a 72°C y 10 min a 72°C. En este caso, uno de los dos cebadores,
el especifico para el adaptador Sacl, estaba marcado. De esta manera la incorporacién de marcaje se realiz6 a medida
que tenia lugar la amplificacion de ADN en la PCR. Se llevé a cabo la PCR por duplicado en paralelo de forma que
en un caso el cebador contenia una molécula de fluorocromo Cy3 en el extremo 5° mientras que en el otro contenia el
fluorocromo CyS5.
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Hibridacion sobre micromatriz

Se combinaron 0.75 ug de ADN de la muestra marcada con Cy3 y 0.75 ug de ADN de la muestra marcada con
Cy5 y se desnaturalizaron a 98°C durante 5 minutos antes de ser hibridadas. A esta mezcla de ADN se le afiadié 100
w1 de solucién de hibridaciéon 2x (Agilent, USA) y se hibrid6 sobre la micromatriz siguiendo las recomendaciones de
la casa comercial Agilent Technologies, USA. Esta hibridacién consisti6 en una incubacién a 60°C durante toda una
noche en un horno de hibridacién y en lavados posteriores con soluciones 6 x SSC, 0.005% Triton (Agilent, USA) a
temperatura ambiente, y 0,1 x SSC, 0.005% Triton (Agilent, USA) a 4°C con el fin de eliminar el exceso de transcritos
no hibridados con los oligonucledtidos de la micromatriz. A continuacién la micromatriz fue secada mediante una
centrifugacién a 2000 rpm durante 7 minutos y, finalmente, las sefiales de intensidad de cada oligonucleédtido en la
micromatriz fueron detectadas con el escdner Axon 4000B.

Los datos obtenidos a partir de la lectura de las intensidades de sefal para cada uno de los fluoréforos se repre-
sentaron graficamente tal como se muestra en la figura 2. Se observa una distribucién de las intensidades de sefial a
lo largo de la diagonal del grifico, de forma similar a lo que se obtendria en un experimento de andlisis de expresion
diferencial, lo que indica que existe una variabilidad en el marcaje de las muestras.

Por otra parte, estos datos se procesaron para llevar a cabo un andlisis cuantitativo. Se calcul6 el porcentaje relativo
de dispersion de las sefiales, tanto para las sondas como para los controles incluidos en el experimento, como la relacién
entre la desviacion estandar para cada grupo de valores y la media de dichos valores. También se calculd la relacién
entre el porcentaje relativo de dispersion de las sefiales de las sondas respecto al porcentaje relativo de dispersion
de las sefiales de los controles. Este valor refleja el grado de dispersion de las sondas respecto a la dispersion de los
controles. Asimismo, se calcul6 el promedio de la relacién entre la intensidad de sefial de cada punto respecto a la
intensidad de su propio ruido de fondo. Los resultados se recogen en la Tabla 2.

TABLA 2
Canal Verde Canal Rojo
Porcentaje relativo de dispersion de las sefiales de las sondas 120 % 122 %
Porcentaje relativo de dispersién de las sefiales de los controles 26% 26 %
Relacion dispersion sondas/dispersion controles 4,61 4,69
Promedio intensidad de sefial respecto al ruido de fondo 77 70

Los resultados muestran que debido a la variabilidad en el marcaje de las muestras, las sefiales de las sondas
muestran una dispersion de hasta casi 5 veces con relacién a la dispersiéon que presentan los controles incluidos en el
experimento.

Ejemplo 2
Andlisis de ADN genomico de levadura con marcaje mediante una etapa de transcripcion in vitro
Preparacion del ADN

Se extrajo el ADN genémico a partir de una especie de levadura, Saccharomyces cerevisiae. Se precipitaron las
células del cultivo de la levadura mediante centrifugacién, se resuspendieron en 600 ul de solucidn de extraccion de
ADN (100 mM Tris-HCI; 50 mM EDTA pH 8), se afiadieron 40 ul de SDS 20%, se mezclé bien y se incub6 10 minutos
a 65°C, se afiadieron 200 ul de acetato de potasio frio y se incubd 15 minutos en hielo. Después se centrifugé a 4°C
a 16000 rpm durante 15 minutos en microcentrifuga y se afiadieron 600 ul de isopropanol a 400 ul de sobrenadante.
El ADN se precipité mediante centrifugaciéon a 16000 rpm durante 15 min, el precipitado se lavé con 200 ul de etanol
70% y se dej6 secar. Se disolvi6 el precipitado en 100 ul de TE.

Purificacion del ADN

Se afiadieron 2 ul de RNasa 10 mg/ml a la muestra, se incubd durante 15 minutos en el bafio a 37°C. Se afiadieron
100 pl de solucién CTAB (2% peso/volumen CTAB= bromuro de hexadeciltrimetil amonio; 200 mM Tris; 50 mM
EDTA pH 7.5, 2M NaCl), y después de una incubacién de 15 minutos a 65°C, se afiadieron 200 1 de CHCl;:alcohol
isoamilico 24:1. Se centrifugé durante 5 minutos en la microcentrifuga a 15000 rpm y se precipitaron 200 ul del
sobrenadante con 180 ul de isopropanol. Se centrifugd en la microcentrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos, el
precipitado se lavé con 100 ul de etanol al 70% y se dejo secar al aire. El precipitado se disolvié finalmente en 50 ul
de agua.
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Digestion de ADN y ligacion de adaptadores

Se digiri6 el ADN genémico total (2 ug) con Sacl (Fermentas, Lituania) y Msel (New England Biolabs, USA)
en un tiempo de incubacién de 3 horas a 37°C. A los fragmentos de ADN generados tras la digestion, se ligaron el
adaptador Sacl compatible con el extremo cohesivo del enzima Sacl y el adaptador Msel compatible con el extremo
cohesivo Msel mediante la T4 ADN ligasa (Fermentas, Lituania) en el tampdon T4 ligasa buffer (Fermentas, Lituania)
en un tiempo de incubacién de 4 horas a temperatura ambiente.

Amplificacion de ADN

Se amplificaron los fragmentos Sacl/Msel mediante PCR usando dos cebadores especificos basados en la secuencia
de los adaptadores, a una concentracién 200 nM cada uno, en una reaccién con tampén 1 x Taq, 1,5 mM de MgCl,,
200 nM de dNTP, 1 U de Taq polimerasa (Fermentas, Lituania), usando el siguiente programa de ciclos: 2 min a 72°C;
2 min a 94°C; 34 ciclos de 30 s 2a94° C, 30 s a 56°C, 90 s a 72°C y 10 min a 72°C.

Transcripcion in vitro

Se utilizaron 2,5 pug de ADN amplificado por PCR para llevar a cabo la transcripcién in vitro a ARN a par-
tir de una secuencia promotora contenida en el adaptador Sacl mediante la adicién de 40 U de T7 ARN polime-
rasa (Ambion, USA) y 7,5 mM de rNTPs, e incubando las muestras a 37°C toda la noche. Esta reaccion se lle-
v6 a cabo por duplicado en paralelo con Cy3-dUTP o bien Cy5-dUTP (Perkin-Elmer, USA) como nucleétidos
marcados. Tras la transcripcién, se eliminé el ADN mediante tratamiento con 2 U de DNasa I (Ambion, USA) a
37°C durante 30 minutos. Los productos marcados fueron purificados usando columnas MEGAclear™ (Ambion,
USA).

Hibridacion sobre micromatriz

Se combinaron 0,75 pug de ARN de muestra marcada con Cy3 y 0.75 ug de ARN de muestra marcada con Cy5 para
ser hibridadas sobre los oligonucléotidos de la micromatriz. A esta mezcla de ARN se le afiadié 100 ul de solucién de
hibridacién 2 x (Agilent, USA) y se carg6 en el chip tal y como recomienda la casa comercial Agilent Technologies.
La hibridacién tuvo lugar a 60°C durante toda una noche en un horno de hibridacién: Después se lavé la micromatriz
con soluciones 6 x SSC, 0.005% Triton (Agilent, USA) a temperatura ambiente, y 0,1 x SSC, 0,005% Triton (Agilent,
USA) a 4°C para eliminar el exceso de transcritos no hibridados. Acto seguido el chip fue secado mediante una
centrifugacién a 2000 rpm durante 7 minutos y finalmente, las sefiales de intensidad de cada oligonucleétido en la
micromatriz fueron detectadas con el escaner Axon 4000B.

Los datos obtenidos a partir de la lectura de las intensidades de sefal para cada uno de los fluoréforos se repre-
sentaron graficamente tal como se muestra en la figura 3. Se observa que las intensidades de sefial se agrupan en la
parte superior de la diagonal del gréfico, lo que indica que el marcaje es mas homogéneo que el que se observaba en
el ejemplo 1, donde las sefiales se distribuian a lo largo de la diagonal.

Por otra parte, los datos se procesaron para llevar a cabo un andlisis cuantitativo tal como se describe en el ejemplo
1. Los resultados se recogen en la Tabla 3.

TABLA 3
Canal Verde Canal Rojo
Porcentaje relativo de dispersion de las sefales de las sondas 27 % 22 %
Porcentaje relativo de dispersion de las sefiales de los controles 23 % 36 %
Relacion dispersion sondas/dispersidn controles 1,17 0,61
Promedio intensidad de sefial respecto al ruido de fondo 698 671

Estos resultados indican que cuando se lleva a cabo una etapa de marcaje mediante transcripcién in vitro segun el
método de la presente invencion, las sefiales correspondientes a las sondas presentan una dispersién similar a la que
presentan los controles del mismo experimento, a diferencia de lo que ocurre cuando no se realiza esta etapa, tal como
se ha descrito en el experimento 1. Esta mejora en la dispersion de las sefiales permite que se puedan detectar mas
facilmente aquellas muestras que puedan presentar alguna alteracién a nivel genémico. Ademds, también se obtiene
una mejor relacion sefial/ruido de fondo.
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Ejemplo 3
Andlisis de ADN genomico de arroz con marcaje mediante una etapa de transcripcion in vitro
Preparacion de ADN

Se extrajo el ADN gendémico a partir del arroz, Oryza sativa sp. japonica Nipponbare. Se fragment6 el tejido de
hoja de la planta congelado en nitrégeno liquido en un homogenizador Mixer Mill (Retsch GmbH, Alemania). El
lisado resultante de la homogenizacién se resuspendié en 600 ul de solucién de extracciéon de ADN (100 mM Tris-
HCI; 50 mM EDTA pH 8), se afiadieron 40 ul de SDS 20%, se mezcl6 bien y se incubé 10 minutos a 65°C, se afiadieron
200 pde acetato de potasio frio, y se volvié a incubar 15 minutos en hielo. Después se centrifugé a 4°C a 16000 rpm
durante 15 minutos en microcentrifuga, se afiadieron 600 ul de isopropanol a 400 ul de sobrenadante. E1 ADN se
precipité mediante centrifugacion a 16000 rpm durante 15 minutos, el precipitado se lavé con 200 ul de etanol al 70%
y se dejo secar. Se disolvié el precipitado en 100 ul de TE.

Purificacion del ADN

Se afiadieron 2 ul de RNasa 10 mg/ml a la muestra y se incub6 durante 15 minutos en el bafio a 37°C. Se afiadieron
100 pl de solucién CTAB (2% peso/volumen CTAB= bromuro de hexadeciltrimetil amonio; 200 mM Tris; 50 mM
EDTA pH 7.5, 2M NaCl), y después de una incubacioén de 15 minutos a 65°C se afiadieron 200 ul de CHCl;:alcohol
isoamilico 24:1. Se centrifugé 5 minutos en la microcentrifuga a 15000 rpm y se precipitaron 200 ul del sobrena-
dante con 180 ul de isopropanol. Se centrifugd en la microcentrifuga a 15000 rpm durante 10 minutos, el precipi-
tado se lavo con 100 ul de etanol al 70% y se dejé secar al aire. El precipitado se disolvié finalmente en 50 ul de
agua.

Digestion de ADN y ligacion de adaptadores

Se digirié el ADN gendmico total (2 ug) con Sacl (Fermentas, Lituania) y Msel (New England Biolabs, USA)
en un tiempo de incubacién de 3 horas a 37°C. A los fragmentos de ADN generados tras la digestién, se ligaron
mediante la T4 ADN ligasa (Fermentas, Lituania) en el tampdn T4 ligasa buffer (Fermentas, Lituania) en un tiempo
de incubacién de 4 horas a temperatura ambiente, el adaptador Sacl compatible con el extremo cohesivo del enzima
Sacl y el adaptador Msel compatible con el extremo cohesivo Msel.

Amplificacion de ADN

Se amplificaron los fragmentos Sacl/Msel mediante PCR usando dos cebadores especificos basados en la secuencia
de los adaptadores, a una concentracién 200 nM cada uno, en una reaccién con tampén 1 x Taq, 1,5 mM de MgCl,,
200 nM de dNTP, 1 U de Taq polimerasa (Fermentas, Lituania), usando el siguiente programa de ciclos: 2 min a 72°C;
2 min a 94°C; 34 ciclos de 30s a 94° C, 30 s a 56°C, 90 s a 72°C y 10 min a 72°C.

Transcripcion in vitro

Se utilizaron 2,5 ug de ADN amplificado por PCR para llevar a cabo la transcripcién in vitro a ARN a partir
de una secuencia promotora contenida en el adaptador Sacl mediante la adicién de 40 U de T7 ARN polimerasa
(Ambion, USA) y 7,5 mM de rNTPs, e incubando las muestras a 37°C toda la noche. Esta reaccion se llevé a cabo
por duplicado en paralelo con Cy3-dUTP o bien Cy5-dUTP (Perkin-Elmer, USA) como nucleétidos marcados. Tras
la transcripcion, se elimind el ADN mediante tratamiento con 2 U de DNasa I (Ambion, USA) a 37°C durante 30
minutos. Los productos marcados fueron purificados usando columnas MEGAclear™ (Ambion, USA).

Hibridacion sobre micromatriz

Se combinaron 0,75 pug de ARN de muestra marcada con Cy3 y 0.75 ug de ARN de muestra marcada con Cy5 para
ser hibridadas sobre los oligonucléotidos de la micromatriz. A esta mezcla de ARN se le afiadié 100 ul de solucién de
hibridacién 2 x (Agilent, USA) y se cargé en el chip tal y como recomienda la casa comercial Agilent Technologies.
La hibridacién tuvo lugar a 60°C durante toda una noche en un horno de hibridacién: Después se lavé la micromatriz
con soluciones 6 x SSC, 0.005% Triton (Agilent, USA) a temperatura ambiente, y 0,1 x SSC, 0,005% Triton (Agilent,
USA) a 4°C para eliminar el exceso de transcritos no hibridados. Acto seguido el chip fue secado mediante una
centrifugacién a 2000 rpm durante 7 minutos y finalmente, las sefiales de intensidad de cada oligonucleétido en la
micromatriz fueron detectadas con el escaner Axon 4000B.

Los datos obtenidos a partir de la lectura de las intensidades de sefial para cada uno de los fluor6foros se represen-
taron graficamente tal como se muestra en la figura 4A. Tal como se observaba en el ejemplo 2, las sefiales también se
agrupaban en la parte superior de la diagonal del grafico, indicando la poca dispersion de las mismas. Por otra parte,
la figura 4B muestra el histograma de la distribucion de las intensidades de sefial del canal verde (correspondiente al
marcaje con Cy3) en el que puede observarse una distribucién normal, con una mayoria de puntos que se encuentran
en una posicién central del rango de intensidades (alrededor de 18000-19000 unidades de intensidad) y el resto que se
encuentran simétricamente repartidos por arriba y por debajo de esta posicion central.
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En este caso, los datos también se procesaron para llevar a cabo un andlisis cuantitativo tal como se describe en el
ejemplo 1. Los resultados se recogen en la Tabla 4.

TABLA 4
Canal Verde Canal Rojo
Porcentaje relativo de dispersion de las sefales de las sondas 15 % 13%
Porcentaje relativo de dispersién de las sefiales de los controles 15 % 18 %
Relacion dispersion sondas/dispersion controles 1,00 0,72
Promedio intensidad de sefial respecto al ruido de fondo 550 352

En este caso se utilizaron como controles internos los oligonucleétidos ORY_C1_X80, ORY_C2_X70, ORY_C3_
780 y ORY_C4_Z70 repetidos 223 veces sobre la superficie de la micromatriz.

Estos resultados confirman que cuando se analiza un genoma como el del arroz, mucho mas complejo que el de la
levadura analizado en el ejemplo 2, se obtienen mejores resultados aplicando el método de la presente invencidén que
cuando se lleva a cabo un método de marcaje que no incluya una etapa de marcaje mediante transcripcién in vitro.
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REIVINDICACIONES

1. Método de andlisis de acidos nucleicos para el estudio de variaciones en el genoma caracterizado porque
comprende las etapas:

a) fragmentacién de una muestra de ADN gendmico,

b) ligacién, en los extremos de los fragmentos de ADN obtenidos, de adaptadores especificos compatibles con los
extremos generados donde al menos uno de los adaptadores ligados contiene una secuencia promotora funcional,

¢) amplificacién de los fragmentos obtenidos utilizando cebadores especificos basados en los adaptadores,

d) transcripcién in vitro de los fragmentos de ADN amplificados con una ARN polimerasa capaz de iniciar la
transcripcion a partir de la secuencia promotora contenida en los adaptadores utilizando una mezcla de nucleétidos
(rNTPs),

e) hibridacién con los oligonucleétidos de la micromatriz de ADN y deteccién de los fragmentos hibridados, y
f) comparacién cuantitativa de las sefiales de diferentes muestras analizadas.

2. Método de andlisis de dcidos nucleicos segiin la reivindicacién 1, caracterizado porque la muestra de ADN
analizada es una muestra de ADN gendmico aislada a partir de cualquier organismo en el que se desee estudiar la
presencia de variaciones en el genoma.

3. Método de andlisis de 4cidos nucleicos segin la reivindicacién 1, caracterizado porque la fragmentacién de
una muestra de ADN gendmico se lleva a cabo por métodos quimicos, métodos fisicos o métodos enzimaticos.

4. Método de andlisis de dcidos nucleicos segtn la reivindicacién 3, caracterizado porque la fragmentacién de
una muestra de ADN gendmico se realiza mediante digestién con al menos un enzima de restriccion, preferentemente
mediante digestion con dos enzimas de restriccion.

5. Método de andlisis de acidos nucleicos segin la reivindicacién 1, caracterizado porque las micromatrices
de ADN sobre las que se lleva a cabo la hibridacién y deteccidn estdn constituidas por una coleccién de multiples
oligonucleétidos inmovilizados sobre un sustrato sélido, donde cada oligonucleétido estd inmovilizado en una posicién
conocida de forma que la hibridacién con cada uno de los multiples oligonucledtidos se puede detectar por separado,
donde el sustrato puede ser compacto o poroso, plano o no plano, unitario o distribuido, y donde las micromatrices
de ADN pueden ser elaboradas con oligonucledtidos depositados por cualquier mecanismo o con oligonucleétidos
sintetizados in situ mediante fotolitografia o por cualquier otro mecanismo.

6. Método de andlisis de dcidos nucleicos segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la deteccion de los
fragmentos hibridados se lleva a cabo mediante la deteccion de un marcaje incorporado en los fragmentos a analizar
durante la etapa de transcripcion in vitro mediante la incorporacién de andlogos de nucledtidos que contienen marcajes
detectables directamente, tales como fluor6foros, andlogos de nucledtidos que incorporan marcajes que pueden ser
visualizados indirectamente en una reaccidn posterior, tales como biotina o haptenos, o cualquier otro tipo de marcaje
de 4cidos nucleicos.

7. Método de andlisis de dcidos nucleicos segtn la reivindicacién 6, donde el andlogo de nucleétido que con-
tiene el marcaje es Cy3-UTP, Cy5-UTP o fluoresceina-UTP para el marcaje directo o biotina-UTP para el marcaje
indirecto.

8. Método de andlisis de 4cidos nucleicos segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la deteccién de los
fragmentos hibridados se lleva a cabo a partir de la cuantificacion directa de la cantidad de muestra hibridada sobre
las sondas de ADN contenidas en la micromatriz de ADN, donde dicha cuantificacién directa se puede llevar a cabo
mediante técnicas que incluyen, pero no se limitan a, microscopia de fuerza atémica (AFM), microscopia de efecto
tinel (STM) o microscopia electrénica de barrido (SEM); métodos electroquimicos, como medida de impedancia,
voltaje o amperaje, o métodos 6pticos, como microscopia confocal y no confocal, microscopia de infrarrojos, deteccién
de fluorescencia, luminiscencia, quimioluminiscencia, absorbancia, reflectancia o transmitancia.

9. Método de andlisis de dcidos nucleicos segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la ARN polimerasa que
se utiliza en la etapa de transcripcion in vitro se elige del grupo que incluye, pero no se limita a, T7 ARN polimerasa,
T3 ARN polimerasa 'y SP6 ARN polimerasa.

10. Método de andlisis de acidos nucleicos segun la reivindicacion 1, caracterizado porque cumple el requisito
de que la relacién entre la dispersion relativa de las intensidades de sefial de las sondas de la muestra respecto a la
dispersion relativa de las intensidades de sefal de los controles es menor que 4, preferentemente menor que 3, mds
preferentemente menor que 2, atin mas preferentemente menor que 1,5.
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11. Kit que comprende los reactivos, enzimas y aditivos apropiados para llevar a cabo el método de andlisis de
dcidos nucleicos segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Kit que comprende los reactivos, enzimas, aditivos y micromatrices de ADN con las sondas apropiados para
llevar a cabo el método de andlisis de 4cidos nucleicos segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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