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DESCRIPCION
Moldes asimétricos y procedimiento asimétrico de secuenciacion de acido nucleico
Campo de la invenciéon

La invencién se refiere al campo de la secuenciacion de acido nucleico y mas especificamente, a preparar
moldes circulares para la secuenciacion de acido nucleico.

Antecedentes de la invencion

El uso de moldes circulares para secuenciacion es conocido en la técnica. Por ejemplo, Pacific Biosciences usa
un adaptador SMRTBell™ para producir dichos moldes. Véanse las patentes de EE. UU. n.°s 7.302.146 y
8.153.375. Los moldes monocatenarios circulares tienen varias ventajas en la secuenciacion por sintesis: si una
polimerasa de secuenciacion puede realizar la replicacién de circulo rodante, el molde se leera multiples veces y
se leeran ambas hebras de Watson y Crick. Las multiples lecturas de hebras emparejadas prometen un
rendimiento de secuencias consenso mas exacto. Sin embargo, los moldes circulares existentes se disefian para
unir dos polimerasas de secuenciacion a cada molde. Las dos polimerasas tienen el potencial de interferir entre
si y provocar un estancamiento o terminacion de la sintesis generando datos de secuenciacion subdptimos. La
presente invencién mejora la tecnologia existente para permitir lecturas de secuenciacion mas exactas.

Sumario de la invencion

En algunos modos de realizacion, la divulgacidon es un procedimiento de determinacion de una secuencia de un
acido nucleico diana bicatenario en una muestra, que comprende: poner en contacto la muestra que comprende
el acido nucleico diana bicatenario con moléculas adaptadoras de horquilla que comprenden una regién de tallo
bicatenaria y una regién de bucle monocatenaria; ligar cada extremo de la molécula de acido nucleico diana a la
region bicatenaria de la molécula adaptadora formando de este modo una molécula mixta circular que
comprende el acido nucleico diana y que tiene una region bicatenaria y una region de bucle monocatenaria
proximal y una region de bucle monocatenaria distal unida covalentemente a la region bicatenaria; poner en
contacto la muestra con una concentracion limitante de oligonucleétidos de bloqueo anclados a un soporte sélido
en el que el oligonucledtido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico polimerasa y es complementario
a las regiones de bucle monocatenarias proximal y distal, capturando de este modo la molécula mixta circular en
el soporte sélido y bloqueando la regidon de bucle monocatenaria proximal; poner en contacto la muestra con un
cebador oligonucleotidico complementario a las regiones de bucle monocatenarias proximal y distal, hibridando
de este modo el cebador a la regidon de bucle monocatenaria distal; extender el cebador con una polimerasa de
secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido nucleico diana bicatenario. En algunos modos
de realizacion, los extremos del acido nucleico diana y el adaptador son romos. En algunos modos de
realizacién, los extremos del acido nucleico diana y el adaptador se vuelven cohesivos por tratamiento
enzimatico. El tratamiento enzimatico puede ser adicion nucleotidica y digestion del acido nucleico diana vy el
adaptador con una endonucleasa de restriccion. El oligonucledtido de bloqueo se ancla al soporte sélido por
medio de medios seleccionados de un enlace covalente con la molécula de soporte o un enlace no covalente con
la molécula de soporte. El enlace no covalente con la molécula de soporte puede ser una interaccion especifica
seleccionada de biotina-estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacién del oligonucleétido de bloqueo a un
oligonucleétido complementario unido covalente o no covalentemente al soporte soélido. El oligonucledtido de
bloqueo no es extensible por la acido nucleico polimerasa. El oligonucleétido de bloqueo se puede volver no
extensible por la acido nucleico polimerasa por una modificacion quimica seleccionada de 3'-H, 2'-fosfato y 3'-
fosfato. El oligonucleétido de bloqueo puede tener una modificacion que evita la uniéon de una acido nucleico
polimerasa. El oligonucleétido de bloqueo puede no ser extensible por una acido nucleico polimerasa en virtud de
estar unido al soporte sdlido por medio de su extremo 3'. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o
mas modificaciones estabilizadoras de duplex tales como LNA, APN y nucleétidos no naturales. El
oligonucledtido de bloqueo comprende una o mas modificaciones que bloquean la digestidon con nucleasas tales
como una cadena principal de fosforotioato. Cada particula de soporte sélido se une a multiples oligonucleotidos
bloqueadores. En algunos modos de realizacion, el procedimiento puede comprender ademas una etapa de
retirar las moléculas circulares no capturadas en el soporte sélido. La secuenciacion puede ser secuenciacion de
molécula individual, secuenciacion por sintesis, secuenciacion de nanoporos o secuenciacion de reconocimiento
de tunelizacion. En algunos modos de realizacion, la extensiéon del cebador es por una polimerasa que desplaza
la hebra o por replicacion de circulo rodante. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico diana
bicatenario se genera in vitro a partir de un acido nucleico diana monocatenario.

En algunos modos de realizacion, la divulgacién es un procedimiento de determinacion de una secuencia de un
acido nucleico diana bicatenario en una muestra, que comprende: poner en contacto la muestra que comprende
el &cido nucleico diana bicatenario con una mezcla de primera y segunda moléculas adaptadoras de horquilla,
comprendiendo cada una una region de tallo bicatenaria y una primera region de bucle monocatenaria o una
segunda region de bucle monocatenaria; ligar cada extremo de la molécula de acido nucleico diana a la region
bicatenaria de las moléculas adaptadoras formando de este modo una molécula mixta circular que comprende el
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acido nucleico diana y que tiene una region bicatenaria y la primera regiéon de bucle monocatenaria en un
extremo y la segunda region de bucle monocatenaria en el otro extremo unida covalentemente a la regién
bicatenaria; poner en contacto la muestra con una concentracién limitante de oligonucleétidos de bloqueo
anclados a un soporte solido en el que el oligonucleétido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico
polimerasa y es complementario a la primera regién de bucle monocatenaria, capturando de este modo la
molécula circular en el soporte sdlido y bloqueando la primera regidon de bucle monocatenaria; poner en contacto
la muestra con un cebador oligonucleotidico complementario a la segunda regién de bucle monocatenaria,
hibridando de este modo el cebador a la segunda regién de bucle monocatenaria; extender el cebador con una
polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido nucleico diana bicatenario. Los
extremos del acido nucleico diana y el adaptador pueden ser romos o volverse cohesivos por tratamiento
enzimatico que se puede seleccionar de adicion nucleotidica y digestion del acido nucleico diana y el adaptador
con una endonucleasa de restriccion. En algunos modos de realizacion, el oligonucleétido de bloqueo se ancla al
soporte solido por medio de medios seleccionados de un enlace covalente con la molécula de soporte o un
enlace no covalente con la molécula de soporte. El enlace no covalente con la molécula de soporte puede ser
una interaccion especifica seleccionada de biotina-estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacién del
oligonucledtido de bloqueo a un oligonucleétido complementario unido covalente o no covalentemente al soporte
sélido. El oligonucleétido de bloqueo puede no ser extensible por la acido nucleico polimerasa debido, por
ejemplo, a una modificacién quimica seleccionada de 3'-H, 2'-fosfato y 3'-fosfato. El oligonucleétido de bloqueo
puede tener una modificacién que evita la unién de una acido nucleico polimerasa. El oligonucleétido de bloqueo
puede no ser extensible por una acido nucleico polimerasa en virtud de estar unido al soporte sélido por medio
de su extremo 3'. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o mas modificaciones estabilizadoras de
duplex tales como, por ejemplo, acido nucleico bloqueado (LNA), acido peptidonucleico (APN) y un nucleétido no
natural. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o mas modificaciones que bloquean la digestion
con nucleasas, por ejemplo, una cadena principal de fosforotioato. En algunos modos de realizacién, cada
particula de soporte solido se une a multiples oligonucleétidos bloqueadores. En algunos modos de realizacion,
el procedimiento comprende ademas retirar los acidos nucleicos no capturados en el soporte sélido. En algunos
modos de realizacién, la secuenciacion es secuenciacion de molécula individual, secuenciaciéon por sintesis,
secuenciacion de nanoporos o secuenciacion de reconocimiento de tunelizacion. En algunos modos de
realizacioén, la extension del cebador es por una polimerasa que desplaza la hebra o por replicacién de circulo
rodante. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico diana bicatenario se genera in vitro a partir de un
acido nucleico diana monocatenario.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion es un procedimiento de determinacion de una secuencia de un
acido nucleico diana bicatenario en una muestra, que comprende: poner en contacto la muestra que comprende
el acido nucleico diana bicatenario que tiene dos extremos 5' y dos extremos 3' extensibles con una transferasa
terminal, una especie nucleotidica extensible individual, y proporcionar medios para controlar la incorporacion
nucleotidica por la transferasa terminal, extendiendo los extremos 3' extensibles incorporando multiples unidades
del nucledtido individual formando de este modo una molécula mixta lineal que comprende el acido nucleico
diana y que tiene una region bicatenaria y regiones homopoliméricas monocatenarias proximal y distal; poner en
contacto la muestra con una concentracion limitante de oligonucledétido de captura anclado a un soporte solido en
el que el oligonucledtido de captura es complementario a las regiones homopoliméricas monocatenarias proximal
y distal capturando de este modo la molécula lineal en el soporte sélido; poner en contacto la muestra con un
cebador oligonucleotidico complementario a las regiones homopoliméricas monocatenarias proximal y distal,
hibridando de este modo el cebador a la region homopolimérica monocatenaria distal; extender el cebador con
una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido nucleico diana bicatenario.
El medio para controlar la incorporacién nucleotidica por la transferasa terminal es la presencia en la reaccion de
una especie de nucleétido terminador en una proporciéon que favorece al nucleétido extensible, o el momento de
la reaccion de incorporacion. En algunos modos de realizacién, el oligonucleétido de captura es extensible y el
procedimiento comprende ademas extender el oligonucleétido de captura para alcanzar el extremo del acido
nucleico diana. El procedimiento puede comprender ademas una etapa de ligar el oligonucleétido de captura
extendido con el extremo del acido nucleico diana para crear una hebra de acido nucleico continua. El
oligonucledtido de bloqueo se puede anclar al soporte sélido por medio de medios seleccionados de un enlace
covalente con la molécula de soporte o un enlace no covalente con la molécula de soporte. El enlace no
covalente con la molécula de soporte puede ser una interaccidon especifica seleccionada de biotina-
estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacién del oligonucleétido de bloqueo a un oligonucleétido
complementario unido covalente o no covalentemente al soporte sélido. En algunos modos de realizacion, el
oligonucledtido de bloqueo comprende una o mas modificaciones estabilizadoras de duplex tales como acido
nucleico bloqueado (LNA), acido peptidonucleico (APN) y un nucleétido no natural. En algunos modos de
realizacion, el oligonucleétido de bloqueo comprende una o mas modificaciones que bloquean la digestion con
nucleasas, por ejemplo, una cadena principal de fosforotioato. En algunos modos de realizacién, cada particula
de soporte solido se une a multiples oligonucleétidos bloqueadores. En algunos modos de realizacion, el
procedimiento comprende ademas una etapa de retirar los acidos nucleicos no capturados en el soporte sélido.
En algunos modos de realizacién, cada molécula lineal tiene dos homopolimeros diferentes creados bloqueando
un extremo proximal del acido nucleico diana mientras se extiende el extremo distal con una mezcla que
comprende el primer nucleétido no terminador, desbloqueando el extremo proximal y extendiendo el extremo
proximal con una mezcla que comprende el segundo nucleétido no terminador. En algunos modos de realizacion,
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la secuenciacion es secuenciacion de molécula individual, secuenciaciéon por sintesis, secuenciacion de
nanoporos o secuenciacion de reconocimiento de tunelizaciéon. En algunos modos de realizacion, el acido
nucleico diana bicatenario se genera in vitro a partir de un acido nucleico diana monocatenario.

En algunos modos de realizacion, la divulgacién es una composicion para determinar una secuencia de un acido
nucleico diana bicatenario que comprende: una molécula mixta circular que comprende el acido nucleico diana
ligado en cada extremo a una molécula adaptadora que comprende una regién de tallo bicatenaria y una region
de bucle monocatenaria, teniendo la molécula mixta circular una regiéon bicatenaria y una regidén de bucle
monocatenaria proximal y una region de bucle monocatenaria distal unida covalentemente a la region
bicatenaria; un oligonucleétido de bloqueo anclado a un soporte sélido en el que el oligonucleétido de bloqueo no
es extensible por una acido nucleico polimerasa y se hibrida a la region de bucle monocatenaria proximal,
capturando de este modo la molécula mixta circular en el soporte sdélido y bloqueando la region de bucle
monocatenaria proximal; un cebador oligonucleotidico hibridado a la regiéon de bucle monocatenaria distal; y una
polimerasa de secuenciacion.

En algunos modos de realizacion, la divulgacién es una composicion para determinar una secuencia de un acido
nucleico diana bicatenario que comprende: una molécula mixta lineal que comprende el acido nucleico diana y
que tiene una regiéon bicatenaria y regiones homopoliméricas monocatenarias proximal y distal; un
oligonucledtido de captura anclado a un soporte soélido e hibridado a la regién homopolimérica monocatenaria
proximal, capturando de este modo la molécula lineal en el soporte sélido; un cebador oligonucleotidico hibridado
a la region homopolimérica monocatenaria distal de; y una polimerasa de secuenciacion.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un procedimiento de la técnica anterior de preparacion y secuenciacion de moldes circulares.
Las sondas de captura hibridadas a los adaptadores comprenden la secuencia expuesta como SEQ ID NO:7
mas secuencias adicionales complementarias a las regiones de horquilla de los adaptadores.

La FIG. 2 muestra un modo de realizacion del procedimiento de la divulgacion. Las sondas de captura hibridadas
a los adaptadores comprenden la secuencia expuesta como SEQ ID NO:8 mas secuencias adicionales
complementarias a las regiones de horquilla de los adaptadores.

La FIG. 3 muestra detalles del detalle de la secuencia de nucleétidos de las estructuras diagramadas en la FIG.
2. El adaptador de horquilla A comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO:1. El adaptador de horquilla B
comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO:2. La sonda de captura se expone como SEQ ID NO:4. El
cebador de secuenciacion se expone como SEQ ID NO:5.

La FIG. 4 muestra un molde lineal simétrico con homopolimeros (SEQ ID NO:9).

La FIG. 5 muestra un molde lineal simétrico con carga asimétrica de la polimerasa de secuenciacion.
(Homopolimeros expuestos como SEQ ID NO:9.)

La FIG. 6 muestra detalles del detalle de la secuencia de nucledtidos de otro modo de realizacion de las
estructuras diagramadas en la FIG. 2. El adaptador de horquilla A comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
NO:1. El adaptador de horquilla C comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO:3. La secuencia de captura
unida a microesferas se expone como SEQ ID NO:10. El cebador de secuenciacién se expone como SEQ ID
NO:5.

La FIG. 7 muestra detalles del detalle de la secuencia de nucledtidos de otro modo de realizacion de las
estructuras diagramadas en la FIG. 2. El adaptador de horquilla A comprende la secuencia expuesta en SEQ ID
NO:1. El adaptador de horquilla B comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO:2. La sonda de
captura/cebador de secuenciacion se expone como SEQ ID NO:6.

Las FIGS. 8A-8F muestran un flujo de trabajo de ensamblaje en serie usado para preparar una colecciéon de
secuenciacion para la secuenciacion de acuerdo con los procedimientos de la invencion. El flujo de trabajo
comienza con microesferas de captura de oligo-dT (FIG. 8A). Se afiaden sondas de captura (SEQ ID NO:4) a las
microesferas de captura para formar complejos de sonda de captura-microesfera de captura (FIG. 8B). Los
moldes de secuenciacion circular que comprenden una molécula de acido nucleico diana bicatenaria y dos
adaptadores de horquilla (adaptadores de horquilla A 'y B, que comprenden SEQ ID NO:1 y 2, respectivamente)
se ponen en contacto con el complejo de sonda de captura-microesfera de captura (FIG. 8C) para formar un
complejo de la microesfera de captura, sonda de captura y un molde de secuenciacion circular. A continuacion,
se afaden un cebador de secuenciacion (SEQ ID NO:5) (FIG. 8D) y una polimerasa de secuenciacion (FIG. 8E).
La FIG. 8F muestra un analisis de los componentes de la coleccion de secuenciacion ensamblada cuando los
componentes se afiaden como se muestra en las FIGS. 8A-8E. Solo cuando se incluyeron las microesferas, la
sonda de captura y la molécula de coleccion, se detectaron las tres en el complejo ensamblado final.
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Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

El término "muestra" se refiere a cualquier composicidon que contiene o se supone que contiene acido nucleico
diana. Esto incluye una muestra de tejido o liquido aislado de un individuo, por ejemplo, piel, plasma, suero,
liquido cefalorraquideo, liquido linfatico, liquido sinovial, orina, lagrimas, glébulos sanguineos, érganos y
tumores, y también para muestras de cultivos in vitro establecidos a partir de células extraidas de un individuo,
incluyendo los tejidos incluidos en parafina fijados con formol (FFPET) y acidos nucleicos aislados de los
mismos. Una muestra también puede incluir material sin células, tal como una fraccién sanguinea sin células que
contiene ADN libre circulante (ADNIc) o ADN tumoral circulante (ADNtc).

Un término "acido nucleico" se refiere a polimeros de nucledtidos (por ejemplo, ribonucleétidos y
desoxirribonucleétidos, tanto naturales como no naturales), incluyendo ADN, ARN y sus subcategorias, tales
como ADNc, ARNm, etc. Un &cido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario y, en general, contendra
enlaces fosfodiéster 5'-3', aunque en algunos casos, los analogos nucleotidicos pueden tener otros enlaces. Los
acidos nucleicos pueden incluir bases naturales (adenosina, guanosina, citosina, uracilo y timidina) asi como
bases no naturales. Algunos ejemplos de bases no naturales incluyen las descritas, por ejemplo, en Seela et al.,
(1999) Helv. Chim. Acta 82:1640. Las bases no naturales pueden tener una funcién particular, por ejemplo,
incrementar la estabilidad del duplex de acido nucleico, inhibir la digestion con nucleasas o bloquear la extension
del cebador o la polimerizacién de hebra.

Los términos "polinucleétido” y "oligonucleétido" se usan de manera intercambiable. Polinucleétido es un &cido
nucleico monocatenario o uno bicatenario. "Oligonucledtido” es un término usado a veces para describir un
polinucleétido mas corto. Un oligonucledtido puede estar compuesto de al menos 6 nucledtidos o
aproximadamente 15-30 nucleétidos. Los oligonucleétidos se preparan por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica, por ejemplo, por un procedimiento que implica sintesis quimica directa como se describe
en Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:90-99; Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:109-151; Beaucage et
al. (1981) Tetrahedron Lett. 22:1859-1862; Matteucci et al. (1981) J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191.

El término "cebador" se refiere a un oligonucleétido monocatenario que se hibrida con una secuencia en el acido
nucleico diana ("sitio de unién a cebador") y puede actuar como un punto de iniciacién de la sintesis a lo largo de
una hebra complementaria de acido nucleico en condiciones adecuadas para dicha sintesis.

El término "adaptador" quiere decir una secuencia de nucledtidos que se puede afadir a otra secuencia para
importar propiedades adicionales a esa secuencia. Un adaptador es tipicamente un oligonucleétido que puede
ser mono o bicatenario, o puede tener tanto una porcién monocatenaria como una porcién bicatenaria.

El término "ligacion" se refiere a una reaccion de condensacion que une dos hebras de acido nucleico en la que
un grupo 5'-fosfato de una molécula reacciona con el grupo 3'-hidroxilo de otra molécula. La ligacion es
tipicamente una reaccién enzimatica catalizada por una ligasa o una topoisomerasa. La ligaciéon puede unir dos
hebras individuales para crear una molécula monocatenaria. La ligacion también puede unir dos hebras que
pertenecen cada una a una molécula bicatenaria uniendo por tanto dos moléculas bicatenarias. La ligacion
también puede unir ambas hebras de una molécula bicatenaria a ambas hebras de otra molécula bicatenaria,
uniendo por tanto dos moléculas bicatenarias. La ligacién también puede unir dos extremos de una hebra dentro
de una molécula bicatenaria reparando por tanto una muesca en la molécula bicatenaria.

El término "cddigo de barras" se refiere a una secuencia de acido nucleico que se puede detectar e identificar.
Los codigos de barras se pueden incorporar en diversos acidos nucleicos. Los codigos de barras son
suficientemente largos, por ejemplo, de 2, 5, 10 nucleétidos, de modo que en una muestra, los acidos nucleicos
que incorporan los cédigos de barras se pueden distinguir o agrupar de acuerdo con los cédigos de barras.

El término "identificador mdltiple" o "MID" se refiere a un cddigo de barras que identifica una fuente de un &cido
nucleico diana (por ejemplo, una muestra de la que se deriva el acido nucleico). Todos o sustancialmente todos
los &cidos nucleicos diana de la misma muestra compartiran el mismo MID. Los acidos nucleicos diana de
diferentes fuentes o muestras se pueden mezclar y secuenciar simultaneamente. Usando los MID, las lecturas de
secuencia se pueden asignar a muestras individuales a partir de las que se originaron los acidos nucleicos diana.

El término "identificador molecular Unico" o "UID" se refiere a un codigo de barras que identifica un acido nucleico
al que esta fijado. Todos o sustancialmente todos los acidos nucleicos diana de la misma muestra tendran
diferentes UID. Toda o sustancialmente toda la descendencia (por ejemplo, amplicones) derivada del mismo
acido nucleico diana original compartira el mismo UID.

El término "cebador universal" y "sitio de unién de cebado universal" o "sitio de cebado universal" se refieren a un
cebador y un sitio de unién a cebador presentes en (tipicamente, afiadidos in vitro a) diferentes acidos nucleicos
diana. El sitio de cebado universal se afiade a la pluralidad de acidos nucleicos diana usando adaptadores o
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usando cebadores especificos de diana (no universales) que tienen el sitio de cebado universal en la porcién 5'.
El cebador universal se puede unir a y dirigir la extension del cebador desde el sitio de cebado universal.

Como se usa en el presente documento, los términos "secuencia diana", "acido nucleico diana" o "diana" se
refieren a una porcién de la secuencia de acido nucleico en la muestra que se va a detectar o analizar. El término
diana incluye todas las variantes de la secuencia diana, por ejemplo, una o mas variantes mutantes y la variante
natural.

El término "secuenciacion" se refiere a cualquier procedimiento de determinacion de la secuencia de nucleétidos
en el acido nucleico diana.

La presente divulgacién proporciona un procedimiento de determinacidon de una secuencia de un acido nucleico
diana bicatenario en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra que comprende el acido nucleico diana bicatenario con moléculas adaptadoras
de horquilla que comprenden una regién de tallo bicatenaria y una regién de bucle monocatenaria;

(b) ligar cada extremo de la molécula de acido nucleico diana a la regién bicatenaria de la molécula adaptadora
formando de este modo una molécula mixta circular que comprende el acido nucleico diana y que tiene una
region bicatenaria y una regién de bucle monocatenaria proximal y una regién de bucle monocatenaria distal
unida covalentemente a la regién bicatenaria;

(c) poner en contacto la muestra con una concentracién limitante de oligonucleétidos de bloqueo anclados a un
soporte solido en el que el oligonucledtido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico polimerasa y es
complementario a la regién de bucle monocatenaria proximal, capturando de este modo la molécula mixta
circular en el soporte sélido y bloqueando la region de bucle monocatenaria proximal;

(d) poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico complementario a la regién de bucle
monocatenaria distal, hibridando de este modo el cebador a la regién de bucle monocatenaria distal;

(e) extender el cebador con una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del &cido
nucleico diana bicatenario.

De forma alternativa, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de determinacidén de una secuencia
de un acido nucleico diana bicatenario en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra que comprende el acido nucleico diana bicatenario con una mezcla de primera 'y
segunda moléculas adaptadoras de horquilla, comprendiendo cada una una regién de tallo bicatenaria y una
primera region de bucle monocatenaria o una segunda regién de bucle monocatenaria;

(b) ligar cada extremo de la molécula de acido nucleico diana a la region bicatenaria de las moléculas
adaptadoras formando de este modo una molécula mixta circular que comprende el acido nucleico diana y que
tiene una regién bicatenaria y la primera region de bucle monocatenaria en un extremo y la segunda region de
bucle monocatenaria en el otro extremo unida covalentemente a la region bicatenaria;

(c) poner en contacto la muestra con una concentracion limitante de oligonucleétidos de bloqueo anclados a un
soporte sdlido en el que el oligonucledtido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico polimerasa y es
complementario a la primera region de bucle monocatenaria, capturando de este modo la molécula circular en el
soporte sdlido y bloqueando la primera regién de bucle monocatenaria;

(d) poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico complementario a la segunda regién de bucle
monocatenaria, hibridando de este modo el cebador a la segunda regién de bucle monocatenaria;

(e) extender el cebador con una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del &cido
nucleico diana bicatenario.

Después de la etapa (c), las moléculas mixtas no capturadas en el soporte sdlido se pueden retirar.

Los extremos del acido nucleico diana y el adaptador pueden ser romos o se pueden volver cohesivos por
tratamiento enzimatico. Dicho tratamiento enzimatico se puede seleccionar de adicion nucleotidica y digestion del
acido nucleico diana y el adaptador con una endonucleasa de restriccion. El oligonucleétido de bloqueo se puede
anclar al soporte sélido por medio de medios seleccionados de un enlace covalente con la molécula de soporte o
un enlace no covalente con la molécula de soporte. El enlace no covalente con la molécula de soporte puede ser
una interaccion especifica seleccionada de biotina-estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacién del
oligonucledtido de bloqueo a un oligonucleétido complementario unido covalente o no covalentemente al soporte
sélido. El oligonucleétido de bloqueo puede no ser extensible por la acido nucleico polimerasa y se puede volver
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no extensible por una modificacidon quimica seleccionada de 3'-H, 2'-fosfato y 3'-fosfato. El oligonucledtido de
bloqueo puede tener una modificaciéon que evita la uniéon de una acido nucleico polimerasa. El oligonucleétido de
bloqueo puede no ser extensible por una &cido nucleico polimerasa en virtud de estar unido al soporte sélido por
medio de su extremo 3'. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o mas modificaciones
estabilizadoras de duplex, que se pueden seleccionar de acido nucleico enlazado (LNA), acido peptidonucleico
(APN) y un nucleétido no natural. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o mas modificaciones
que bloquean la digestidén con nucleasas, por ejemplo, una cadena principal de fosforotioato. El soporte sélido
puede estar compuesto de particulas y cada particula se puede unir a multiples oligonucleétidos bloqueadores.

La secuenciacion puede ser secuenciacion de molécula individual, secuenciacién por sintesis, secuenciacion de
nanoporos o secuenciacion de reconocimiento de tunelizacion. La extensién del cebador se puede realizar por
una polimerasa que desplaza la hebra y/o por replicacion de circulo rodante. Dicho acido nucleico diana
bicatenario se puede generar in vitro a partir de un acido nucleico diana monocatenario.

La presente divulgacién también proporciona un procedimiento de determinacién de una secuencia de un acido
nucleico diana bicatenario en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra que comprende el acido nucleico diana bicatenario que tiene dos extremos 5'y
dos extremos 3' extensibles con una transferasa terminal y una especie nucleotidica extensible individual, y
proporcionar medios para controlar la incorporacion nucleotidica por la transferasa terminal;

(b) extender los extremos 3' extensibles incorporando multiples unidades del nucleétido individual formando de
este modo una molécula mixta lineal que comprende el acido nucleico diana y que tiene una regién bicatenaria,
una region homopolimérica monocatenaria proximal y una regién homopolimérica monocatenaria distal;

(c) poner en contacto la muestra con una concentracién limitante de oligonucleétido de captura anclado a un
soporte solido en el que el oligonucledtido de captura es complementario a las regiones homopoliméricas
monocatenarias proximal y distal capturando de este modo la molécula lineal en el soporte soélido;

(d) poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico complementario a las regiones
homopoliméricas monocatenarias proximal y distal, hibridando de este modo el cebador a la region
homopolimérica monocatenaria distal;

(e) extender el cebador con una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido
nucleico diana bicatenario.

Después de la etapa c), los acidos nucleicos no capturados en el soporte sdlido se pueden retirar.

El medio para controlar la incorporacion nucleotidica por la transferasa terminal puede ser la presencia en la
reaccion de una especie de nucleétido terminador en una proporcion que favorece al nucleétido extensible o el
momento de la reaccion de incorporacion.

Si el oligonucleétido de captura es extensible, el procedimiento puede comprender ademas, después de la etapa
(c), extender el oligonucleétido de captura para alcanzar el extremo del acido nucleico diana. A continuacion, el
procedimiento puede comprender ademas una etapa de ligar el oligonucleétido de captura extendido con el
extremo del acido nucleico diana para crear una hebra de acido nucleico continua.

El oligonucleétido de bloqueo se puede anclar al soporte sélido por medio de medios seleccionados de un enlace
covalente con la molécula de soporte o un enlace no covalente con la molécula de soporte. Dicho enlace no
covalente con la molécula de soporte puede ser una interaccidon especifica seleccionada de biotina-
estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacion del oligonucleétido de bloqueo a un oligonucleétido
complementario unido covalente o no covalentemente al soporte sdlido. El oligonucleétido de bloqueo puede
comprender una o mas modificaciones estabilizadoras de duplex tales como acido nucleico bloqueado (LNA),
acido peptidonucleico (APN) o un nucledtido no natural. El oligonucleétido de bloqueo puede comprender una o
mas modificaciones que bloquean la digestién con nucleasas tales como una cadena principal de fosforotioato. El
soporte sdlido puede estar compuesto de particulas y cada particula se puede unir a multiples oligonucleétidos
bloqueadores.

Cada molécula lineal puede tener dos homopolimeros diferentes creados bloqueando un extremo proximal del
acido nucleico diana mientras se extiende el extremo distal con una mezcla que comprende el primer nucleétido
no terminador, desbloqueando el extremo proximal y extendiendo el extremo proximal con una mezcla que
comprende el segundo nucledtido no terminador.

La secuenciacion puede ser secuenciacion de molécula individual, secuenciacién por sintesis, secuenciacion de
nanoporos o0 secuenciacion de reconocimiento de tunelizacion. El acido nucleico diana bicatenario se puede
generar in vitro a partir de un acido nucleico diana monocatenario.
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En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion es un procedimiento que convierte un acido nucleico
diana bicatenario en una estructura de molde de hebra bloqueada circular util en la secuenciaciéon. El uso de
moldes circulares es conocido en la técnica y tiene varias ventajas en las aplicaciones de secuenciacion por
sintesis. Véanse las patentes de EE. UU. n.°® 7.302.146 y 8.153.375 y la FIG. 1. Si se usa una polimerasa que
desplaza la hebra, participara en la replicacion de circulo rodante, es decir, desplazara continuamente la hebra
naciente y realizara multiples rondas de copiado del molde circular. La capacidad para secuenciar (leer) la diana
multiples veces y comparar ambas hebras de Watson y Crick del acido nucleico diana unidas en la estructura
circular permite generar secuencias consenso sin errores o con pocos errores.

Sin embargo, los moldes circulares existentes se disefian para tener un adaptador ligado a ambos extremos del
acido nucleico diana. (FIG. 1). Cada adaptador tiene un sitio de unién para el cebador de secuenciaciéon que
permite la uniéon de dos cebadores de secuenciacién y dos polimerasas de secuenciacion para cada molde
circular. Una vez que ha comenzado la reaccion de secuenciacion, las dos polimerasas tienen el potencial de
interferir entre si y provocar un estancamiento o terminacion de la sintesis, disminuyendo la longitud de lectura y
el rendimiento de los datos de secuenciacion. Esto es especialmente problematico con moldes mas cortos. En
algunas aplicaciones, tales como secuenciacion de molécula individual por sintesis, la presencia de dos
polimerasas por punto de deteccion (por ejemplo, un nanoporo o una guia de ondas molecular cero (ZMW))
reducira la calidad de los datos de secuenciacion.

La presente invencion mejora la tecnologia existente asegurando que solo se une una sola polimerasa de
secuenciacion a cada molde de secuenciacion y que la sintesis procede en una sola direccion. (FIG. 2). La
presente invencion es un procedimiento novedoso que puede incrementar la calidad, longitud de lectura y
eficacia de la secuenciaciéon. En los modos de realizacion de la invencion, el acido nucleico diana bicatenario se
conjuga a dos adaptadores, uno en cada extremo de la molécula. Cada secuencia adaptadora tiene un sitio de
unién a cebador (por ejemplo, un sitio de union a cebador universal) donde se va a iniciar la secuenciacion. La
molécula mixta resultante se captura en un extremo mientras que el segundo extremo permanece disponible
para la polimerasa de secuenciacion. (FIG. 2).

La divulgacién es un procedimiento para crear un molde para secuenciar un acido nucleico diana o una coleccion
de &cidos nucleicos diana. En algunos modos de realizacion, en la primera etapa, el acido nucleico diana se
pone en contacto con moléculas adaptadoras tallo-bucle que comprenden una regién de tallo bicatenaria y una
regién de bucle monocatenaria. Cada extremo del acido nucleico diana se liga al adaptador formando de este
modo una molécula mixta. Si el adaptador tiene una estructura tallo-bucle, la molécula mixta resultante tiene una
regién bicatenaria (que comprende el acido nucleico diana) y una regién de bucle monocatenaria proximal y una
region de bucle monocatenaria distal unida covalentemente a la region bicatenaria. La molécula mixta es una
molécula circular topolégicamente cerrada compuesta de una hebra continua individual. En algunos modos de
realizacién, los adaptadores no ligados y los acidos nucleicos diana no ligados se retiran de la muestra antes del
procesamiento adicional.

En algunos modos de realizacion, todas las moléculas adaptadoras son iguales. En otros modos de realizacion,
esta presente una mezcla de dos moléculas adaptadoras. En el caso de una mezcla igual de dos adaptadores
(por ejemplo, A y B), un 50 % de las moléculas mixtas tendran la estructura de adaptador asimétrica deseada
(por ejemplo, A-B).

A continuacion, la molécula mixta se pone en contacto con una concentracion limitante de oligonucleétidos de
bloqueo anclados a un soporte sdlido. Los oligonucleétidos de bloqueo también se pueden denominar
"oligonucledtidos de captura" porque se pueden usar para capturar la molécula mixta, por ejemplo, en solucién o
en el soporte sdlido. La captura puede comprender formar simplemente un complejo de hibridacién con el
oligonucledtido de captura o la captura puede comprender capturar en un soporte sélido al que se pueden anclar
los oligonucledtidos de captura. Se usa una concentracion limitante del oligonucleétido de bloqueo para
garantizar que solo uno de los dos extremos de adaptador se captura o bloquea mientras el otro extremo de
adaptador permanece accesible para otras etapas enzimaticas. En los modos de realizacion donde cada
molécula mixta tiene dos adaptadores diferentes, el oligonucleétido de captura es complementario solo a uno y
no al otro adaptador garantizando que solo se captura uno de los extremos de adaptador. En modos de
realizacién donde cada molécula mixta tiene el mismo adaptador en ambos extremos, el oligonucleétido de
bloqueo es complementario al adaptador. El uso de concentracion limitante de los oligonucleétidos de bloqueo
garantiza que solo uno de los extremos de adaptador se captura y el otro permanece accesible. Por
conveniencia, en esta divulgacion, el extremo de adaptador capturado se designa como proximal y el extremo de
adaptador libre se designa como distal.

Como sera evidente a partir de las siguientes etapas descritas a continuacion, el oligonucleétido de captura de
bloqueo debe ser no extensible por una &cido nucleico polimerasa en su extremo 3'. El oligonucledtido de
captura es al menos parcialmente complementario al extremo de adaptador proximal y se hibrida a la porcién
monocatenaria del extremo de adaptador bloqueando de este modo el extremo de adaptador. Debido a que el
extremo 3' del oligonucleétido de bloqueo no es extensible, puede que no sirva como inicio de polimerizaciéon de
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hebra en presencia de una acido nucleico polimerasa. Opcionalmente, las moléculas mixtas no capturadas se
pueden retirar antes de las siguientes etapas.

A continuacién, la muestra se pone en contacto con un cebador oligonucleotidico complementario al sitio de
unién a cebador en la region monocatenaria del adaptador. Debido a que el extremo proximal esta bloqueado,
solo el extremo distal esta disponible para la unién de cebador e hibridacién. El cebador se puede extender con
una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido nucleico diana bicatenario.
La secuenciacion es secuenciacion por sintesis, incluyendo secuenciacion de molécula individual o cualquier
secuenciacion de acidos nucleicos o derivados de acido nucleico. La tecnologia de secuenciacion puede incluir el
sistema PacBio® RS, un sistema de secuenciacion de nanoporos o sistema de secuenciacion de reconocimiento
de tunelizaciéon o cualquier sistema de secuenciacion donde la lectura continua de un molde es posible y
deseada.

En algunos modos de realizacién, la extensién de cebador se realiza por una polimerasa de desplazamiento de
hebra. En algunos modos de realizacion, la extensién del cebador se produce por medio de replicacién de circulo
rodante permitiendo que se lea cada molde multiples veces por una sola polimerasa.

En algunos modos de realizacion del procedimiento, el adaptador que flanquea los extremos del acido nucleico
diana es una regidon homopolimérica monocatenaria. En lugar de ligar adaptadores a los extremos del acido
nucleico diana como se describe en los modos de realizacidon anteriores, los extremos 3' extensibles del acido
nucleico diana se extienden poniendo en contacto la muestra con una enzima adecuada y una especie
nucleotidica extensible individual. La enzima adecuada es una ADN polimerasa independiente del molde, tal
como, por ejemplo, la desoxinucledtido transferasa terminal (TdT). La adiciéon secuencial de una especie de
nucleotido genera las regiones homopoliméricas en ambos lados del acido nucleico diana. En algunos modos de
realizacion, el procedimiento incluye medios para controlar el tamafio de la regién homopolimérica. El control se
puede lograr por la presencia en la reaccidon de una especie de nucleétido terminador en una proporciéon que
favorece al nucledtido extensible, o el momento de la reacciéon de incorporacién. Una enzima adecuada puede
ser una transferasa terminal.

En este modo de realizacion, la molécula mixta es una molécula lineal que comprende el acido nucleico diana y
que tiene una region bicatenaria y una regién homopolimérica monocatenaria proximal y una distal. En este
modo de realizacion, el oligonucleétido de captura puede ser complementario a las regiones homopoliméricas y
puede capturar las regiones homopoliméricas monocatenarias capturando de este modo la molécula mixta lineal
en un soporte soélido. La regiéon homopolimérica capturada en el soporte sélido se denomina regién proximal y la
region libre es una regidon distal. Como en otros modos de realizacion de la divulgacion, el cebador de
secuenciacion se puede unir e hibridar a la region homopolimérica distal libre e iniciar la extension del cebador.
En algunos modos de realizacion, el procedimiento comprende ademas una etapa de retirar los acidos nucleicos
no capturados en el soporte soélido.

En algunos modos de realizacidn, cada molécula lineal tiene dos homopolimeros diferentes creados bloqueando
secuencialmente un extremo del acido nucleico diana mientras se extiende el otro extremo con un nucleétido
diferente. En dichos modos de realizacion, el oligonucleétido de captura y el cebador son complementarios a los
homopolimeros en el lado opuesto de la molécula mixta.

La presente divulgacion comprende detectar un acido nucleico diana en una muestra.

En algunos modos de realizacion, la muestra se deriva de un sujeto o un paciente. En algunos modos de
realizacién, la muestra puede comprender un fragmento de un tejido sélido o un tumor sélido derivado del sujeto
o del paciente, por ejemplo, por biopsia. La muestra también puede comprender liquidos corporales (por ejemplo,
orina, esputo, suero, plasma o linfa, saliva, esputo, sudor, lagrima, liquido cefalorraquideo, liquido amniético,
liquido sinovial, liquido pericardico, liquido peritoneal, liquido pleural, liquido quistico, bilis, liquido gastrico,
liquido intestinal y/o muestras fecales). La muestra puede comprender sangre completa o fracciones sanguineas
donde pueden estar presentes células tumorales. En algunos modos de realizacién, la muestra, especialmente
una muestra liquida, puede comprender material sin células, tal como ADN o ARN sin células incluyendo ADN
tumoral o ARN tumoral sin células. En algunos modos de realizacion, la muestra es una muestra sin células, por
ejemplo, muestra derivada de sangre sin células donde esta presente ADN tumoral o ARN tumoral sin células.
En otros modos de realizacion, la muestra es una muestra cultivada, por ejemplo, un cultivo o sobrenadante de
cultivo que contiene o se sospecha que contiene un agente infeccioso o acidos nucleicos derivados del agente
infeccioso. En algunos modos de realizacion, el agente infeccioso es una bacteria, un protozoo, un virus o un
micoplasma.

Un acido nucleico diana es el acido nucleico de interés que puede estar presente en la muestra. En algunos
modos de realizacién, el acido nucleico diana es un gen o un fragmento génico. En otros modos de realizacion, el
acido nucleico diana contiene una variante genética, por ejemplo, un polimorfismo, incluyendo un polimorfismo o
variante mononucleotidica (SNP o SNV), o un reordenamiento genético que da como resultado, por ejemplo, una
fusion génica. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico diana comprende un biomarcador. En otros
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modos de realizacion, el acido nucleico diana es caracteristico de un organismo particular, por ejemplo, ayuda en
la identificacion del organismo patégeno o una caracteristica del organismo patégeno, por ejemplo, sensibilidad a
farmacos o resistencia a farmacos. Alun en otros modos de realizacion, el acido nucleico diana es caracteristico
de un sujeto humano, por ejemplo, la secuencia de HLA o KIR que define el genotipo de HLA o KIR unico del
sujeto. Aun en otros modos de realizacion, todas las secuencias en la muestra son acidos nucleicos diana, por
ejemplo, en secuenciaciéon gendmica indiscriminada.

En un modo de realizacién de la divulgacién, un acido nucleico diana bicatenario se convierte en la configuracion
de molde de la divulgacion. En algunos modos de realizacion, el acido nucleico diana se produce en la
naturaleza en una forma monocatenaria (por ejemplo, ARN, incluyendo ARNm, microARN, ARN virico; o ADN
virico monocatenario). El acido nucleico diana monocatenario se convierte en la forma bicatenaria para permitir
las otras etapas del procedimiento reivindicado. Los acidos nucleicos diana mas largos se pueden fragmentar,
aunque en algunas aplicaciones, se pueden desear acidos nucleicos diana mas largos para lograr una lectura
mas larga. En algunos modos de realizacién, el acido nucleico diana se fragmenta de forma natural, por ejemplo,
ADN libre circulante (ADNIc) o ADN degradado quimicamente tal como el que se encuentra en muestras
conservadas.

En algunos modos de realizacién de la presente divulgacion, las moléculas adaptadoras se ligan al acido
nucleico diana. La ligacién puede ser una ligacién en extremo romo o una ligaciéon en extremo cohesivo mas
eficaz. El acido nucleico diana o los adaptadores se pueden volver de extremos romos por relleno de hebra, es
decir, extendiéndose un extremo 3' por una ADN polimerasa para eliminar una protuberancia en 5'. En algunos
modos de realizacion, los adaptadores de extremos romos y el acido nucleico diana se pueden volver cohesivos
por adicién de un nucledtido individual al extremo 3' del adaptador y un nucleétido complementario individual a
los extremos 3' del acido nucleico diana, por ejemplo, por una ADN polimerasa o una transferasa terminal. Aun
en otros modos de realizacién, los adaptadores y el acido nucleico diana pueden adquirir extremos cohesivos
(protuberancias) por digestion con endonucleasas de restriccion. La ultima opcién es mas ventajosa para
secuencias diana conocidas que son conocidas por contener el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion. En cada uno de los modos de realizacion anteriores, la molécula adaptadora puede adquirir los
extremos deseados (romos, extensiéon de base individual o protuberancia de multiples bases) por el disefio de los
oligonucleétidos adaptadores sintéticos descritos ademas a continuacion. En algunos modos de realizacién, se
pueden requerir otras etapas enzimaticas para lograr la ligaciéon. En algunos modos de realizacion, se puede
usar una polinucleétido cinasa para afiadir 5'-fosfatos a las moléculas de acido nucleico diana y moléculas
adaptadoras.

La presente divulgacion comprende el uso de moléculas adaptadoras que se van a ligar a uno o ambos extremos
del acido nucleico diana. En algunos modos de realizacion, el adaptador es una hebra individual de acido
nucleico que adopta una estructura secundaria tallo-bucle que comprende al menos una region bicatenaria y al
menos una monocatenaria. La region bicatenaria comprende una region de autocomplementariedad al menos
parcial que garantiza la estabilidad de la estructura secundaria en las condiciones de reaccion empleadas en el
presente documento. En algunos modos de realizacién, las moléculas adaptadoras son secuencias artificiales
sintetizadas in vitro. En otros modos de realizacion, las moléculas adaptadoras son secuencias naturales
sintetizadas in vitro conocidas por poseer la estructura secundaria deseada. Aln en otros modos de realizacion,
las moléculas adaptadoras son moléculas naturales aisladas o moléculas no naturales aisladas.

En algunos modos de realizacion, el adaptador comprende al menos una region bicatenaria y al menos una
region monocatenaria. En algunos modos de realizacién, el adaptador forma una estructura secundaria tallo-
bucle con al menos un tallo bicatenario y al menos un bucle monocatenario. En algunos modos de realizacion, el
tallo bicatenario se usa para la ligacion al acido nucleico diana bicatenario. En otros modos de realizacion, la
porciéon monocatenaria del adaptador se liga a la porcion monocatenaria del acido nucleico diana. En algunos
modos de realizacion, la ligacion de acidos nucleicos monocatenarios se realiza usando oligonucleétidos puente,
véase, por ejemplo, la pub. de solicitud de EE. UU. n.° 20120003657. En otros modos de realizacion, la ligacién
de acidos nucleicos monocatenarios o acidos nucleicos parcialmente monocatenarios se realiza usando regiones
monocatenarias en los extremos 5' y 3' (protuberancias), véase, por ejemplo, la pub. de solicitud de EE. UU. n.°
20140193860.

En algunos modos de realizacion, el adaptador comprende uno o mas codigos de barras: un ID de muestra
multiple (MID), un ID unico (UID) o una combinacién de un UID y un MID. En algunos modos de realizacion, se
usa un cédigo de barras individual como ambos UID y MID.

En algunos modos de realizacién, el adaptador comprende un sitio de unién a cebador para un cebador
universal, por ejemplo, un cebador de secuenciacion universal. En algunos modos de realizacion, el adaptador
comprende un sitio de unién para un oligonucleétido de captura. En algunos modos de realizacion, el adaptador
usado en el procedimiento de la divulgacion es una mezcla de adaptadores que comprenden un sitio de union
para un cebador y adaptadores que comprenden un sitio de unién para un oligonucleétido de captura.

En algunos modos de realizacion, la presente divulgacion comprende el uso de un oligonucleétido de captura. En
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algunos modos de realizacion, el oligonucledtido de captura se une directamente a un soporte solido. En este
modo de realizacién, el oligonucleétido de captura comprende un resto de unién en un extremo y un extremo
libre en el otro extremo. El oligonucledtido de captura se ancla a un soporte solido (por ejemplo, esfera,
microesfera) por medio del resto de unidon. En algunos modos de realizacion, el extremo anclado del
oligonucleétido comprende biotina y el soporte sdélido esta recubierto con estreptavidina. En otros modos de
realizacién, el extremo anclado del oligonucledtido comprende una molécula de captura y el soporte sélido
comprende un anticuerpo especifico para la molécula de captura. Por ejemplo, se pueden usar digoxigenina y
anticuerpo anti-digoxigenina.

En algin modo de realizacion, el oligonucleétido de captura no se une al soporte sélido directamente sino que se
hibrida a otro oligonucleétido ("oligonucleétido de microesfera") directamente unido al soporte sélido por
cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente. El oligonucleétido de captura y el oligonucleétido de
microesfera comparten al menos una regidon de complementariedad. Por ejemplo, el oligonucleétido de
microesfera puede comprender un homopolimero de dT (oligo-dT) mientras que una porcion del oligonucleétido
de captura es un homopolimero de dA (oligo-dA). (FIGS. 3,6y 7).

En algunos modos de realizacion, el oligonucleétido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico
polimerasa en el extremo 3'. El extremo 3' se puede volver no extensible por una modificacién quimica. Por
ejemplo, 3'-H, 2'-fosfato y 3'-fosfato son dichas modificaciones. El oligonucleétido de bloqueo puede tener una
modificacion que evita la unién de una &cido nucleico polimerasa, por ejemplo, un aducto voluminoso que
bloquea estéricamente el extremo 3'. El oligonucledtido de bloqueo se puede volver no extensible en virtud de
estar unido al soporte sdlido por medio de su extremo 3'. El oligonucleétido de bloqueo también puede
comprender una o mas modificaciones que bloquean la digestion con nucleasas tales como una cadena principal
de fosforotioato.

En algunos modos de realizacion, el oligonucleétido comprende un extremo 5' libre y tiene un extremo 3' anclado
al soporte sélido. En otros modos de realizacion, el oligonucleétido comprende un extremo 3' libre y tiene un
extremo 5' anclado al soporte sélido. Al menos una porcién del extremo 5' o extremo '3 libre es complementaria a
una secuencia en el adaptador. En algunos modos de realizacion, el extremo libre es complementario a la
porcion monocatenaria del adaptador, por ejemplo, a la estructura de bucle. Por medio de esta porcion
complementaria, el oligonucleétido de captura anclado al soporte sélido se hibrida a una molécula mixta que
comprende un acido nucleico diana ligado a al menos un adaptador. El oligonucleétido de captura puede
comprender una o mas modificaciones que estabilizan dicho hibrido. En algunos modos de realizacion, las
modificaciones se seleccionan de acidos nucleicos bloqueados (LNA), acidos peptidonucleicos (APN),
nucleétidos no naturales tales como 7-desazapurinas (por ejemplo, 7-desazaguanina, 7-desazaadenina, etc.),
pirazolo[3,4-d]pirimidinas, propinil-dN (por ejemplo, propinil-dU, propinil-dC, etc.) y similares como se describe,
por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 5.990.303.

En algunos modos de realizacion, el procedimiento implica la creacion de una molécula mixta. La molécula de
uniéon comprende un acido nucleico diana bicatenario ligado a una o mas moléculas adaptadoras. En algunos
modos de realizacion, la molécula mixta es una hebra individual topolégicamente circular (cerrada) que
comprende una region bicatenaria (que comprende el acido nucleico diana) flanqueada en cada extremo por una
regiéon monocatenaria de bucle cerrado (que comprende las secuencias adaptadoras).

En algunos modos de realizacion, la molécula mixta tiene extremos idénticos, es decir, se liga a dos adaptadores
idénticos. En otros modos de realizacion, la molécula mixta comprende diferentes extremos, cada uno ligado a
una molécula adaptadora diferente. En algunos modos de realizacién, la molécula adaptadora es una mezcla de
dos tipos de adaptadores (por ejemplo, A y B). A continuacion la muestra comprende una mezcla de moléculas
mixtas con adaptadores AA, AB y BB en una determinada proporcién. En algunos modos de realizacion, se usa
una proporcioén igual de Ay B. Un 50 % de las moléculas mixtas resultantes tendran la estructura deseada A-B.
Un 25 % sera A-A, es decir, sin sitio de union para el cebador de secuenciacion, y un 25 % sera B-B, dos sitios
para el cebador de secuenciacién como se usé en la técnica anterior. En dicho caso, la presente invencion
ofrecera una mejora sobre la técnica anterior ya que 2/3 de las moléculas mixtas (A-B) se procesaran de acuerdo
con el procedimiento mejorado para generar lecturas mejoradas.

En algunos modos de realizacién, la molécula mixta es una molécula lineal que comprende una region
bicatenaria que comprende el acido nucleico diana flanqueado en cada extremo por una secuencia adaptadora o
similar. En algunos modos de realizacion, el adaptador es una molécula bicatenaria lineal. En otros modos de
realizacion, el adaptador puede ser una molécula monocatenaria lineal. Aun en otros modos de realizacién, la
region bicatenaria que comprende el acido nucleico diana se flanquea por uno o dos homopolimeros.

En algunos modos de realizacién, la divulgacion utiliza enzimas. Las enzimas incluyen una ADN polimerasa
(incluyendo polimerasa de secuenciacion), una ADN ligasa y una transferasa terminal.

En algunos modos de realizacion, la ADN polimerasa posee actividad de desplazamiento de hebra y no tiene
actividad 5'-3-exonucleasa. En algunos modos de realizacién, se usan la polimerasa Phi29 y sus derivados,
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véanse las patentes de EE. UU. n.°® 5.001.050, 5576204, 7858747 y 8921086.

En algunos modos de realizacion, la invencién también utiliza una ADN ligasa. En algunos modos de realizacion,
se usa ADN ligasa T4 o ADN ligasa de E. coli.

En algunos modos de realizacién, la divulgacion también utiliza una ADN polimerasa independiente de molde,
por ejemplo, una transferasa terminal. En algunos modos de realizacion, la divulgaciéon usa una transferasa
terminal de mamifero.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion se refiere a una composicién para determinar una secuencia de
un acido nucleico diana bicatenario que comprende una molécula mixta circular que comprende el acido nucleico
diana y que tiene una regién bicatenaria y una region de bucle monocatenaria proximal y una regién de bucle
monocatenaria distal unida covalentemente a la regién bicatenaria, estando hibridada la regién proximal a un
oligonucleétido de bloqueo que no es extensible por una &cido nucleico polimerasa. El oligonucledtido de
bloqueo se puede anclar a un soporte sélido. En algunos modos de realizacién, la composicién comprende
ademas un cebador oligonucleotidico complementario a regiones de bucle monocatenarias proximal y distal y
opcionalmente, una acido nucleico polimerasa.

En algunos modos de realizacion, la divulgacion se refiere a una composicién para determinar una secuencia de
un acido nucleico diana bicatenario que comprende una molécula mixta lineal que comprende el &cido nucleico
diana y que tiene una region bicatenaria y regiones homopoliméricas monocatenarias proximal y distal, en el que
la region homopolimérica proximal se hibrida a un oligonucledtido de bloqueo que no es extensible por una acido
nucleico polimerasa. El oligonucledtido de bloqueo se puede anclar a un soporte sdélido. En algunos modos de
realizacién, la composicion comprende ademas un cebador oligonucleotidico complementario a regiones de
bucle monocatenarias proximal y distal y opcionalmente, una acido nucleico polimerasa.

Ejemplos

Ejemplo 1 (hipotético) Preparacion de moléculas mixtas circulares simétricamente adaptadas para
secuenciacién con carga asimétrica de la polimerasa de secuenciacién

En este experimento, se obtiene el ADN diana bicatenario. El ADN se fragmenta a un tamafo adecuado in vitro o
se fragmenta de forma natural. Un adaptador es una molécula de horquilla que tiene una porcién bicatenaria y
una porciéon de bucle. Se liga un adaptador idéntico a cada extremo del ADN diana para crear una molécula
mixta como se describe en la Pacific Biosciences® Template Preparation and Sequencing Guide (2012) Pacific
Biosciences of California, Inc. y la patente de EE. UU. 8.153.375. Véase la FIG. 2A. El oligonucledtido de captura
es complementario a la porcion monocatenaria de la molécula adaptadora (FIG. 2B). El oligonucleétido de
captura también comprende una porciéon de poli-dA complementaria a un oligonucleétido de poli-dT unido a
microesferas magnéticas recubiertas de poliestireno (DynaBeads®, ThermoFisher, Waltham, MA) (véase la FIG.
2A). El oligonucleétido de captura tiene varias bases de LNA estabilizando el complejo con el adaptador (véanse
las FIG. 2A y FIG. 2B). En consecuencia, el otro adaptador esta disponible para la carga de polimerasa y la
iniciacion de la secuenciacion. Un cebador de secuenciacion es complementario a la porcion monocatenaria del
adaptador y una polimerasa de secuenciacion puede extender el cebador realizando de este modo una reaccion
de secuenciacion. Los componentes se afiaden en el orden mostrado en la FIG. 2.

El exceso de moléculas mixtas en comparaciéon con la concentracion de oligonucleétidos de captura unidos a
microesferas (proporciéon coleccion:microesfera alta) garantiza una cantidad suficiente de moléculas mixtas
capturadas en un solo extremo y que tienen un extremo disponible para secuenciacion.

La secuenciacion procede como se pretende por el fabricante del instrumento.

Ejemplo 2 (hipotético) Preparacion de moléculas mixtas circulares asimétricamente adaptadas para
secuenciacion

En este experimento, se obtiene el ADN diana bicatenario. El ADN se fragmenta a un tamafo adecuado in vitro o
se fragmenta de forma natural. Un adaptador es una molécula de horquilla que tiene una porcién bicatenaria y
una porcion de bucle. Se afiade una mezcla de cantidades iguales de dos adaptadores. Los adaptadores difieren
al menos en la secuencia de bucle. Los adaptadores se ligan a cada extremo del ADN diana para crear una
molécula mixta como se describe en la Pacific Biosciences® Template Preparation and Sequencing Guide (2012)
Pacific Biosciences of California, Inc. y la patente de EE. UU. 8153375. Véase la FIG. 2A. El oligonucleétido de
captura es complementario a la porcidn monocatenaria de la molécula adaptadora (FIG. 2B). El oligonucleétido
de captura también comprende una porcién de poli-dA complementaria a un oligonucleétido de poli-dT unido a
microesferas magnéticas recubiertas de poliestireno (DynaBeads®, ThermoFisher, Waltham, MA) (véase la FIG.
2A). El oligonucleétido de captura tiene varias bases de LNA estabilizando el complejo con el adaptador (véanse
las FIG. 2A y FIG. 2B). En consecuencia, el otro adaptador esta disponible para la carga de polimerasa y la
iniciacion de la secuenciacion. Un cebador de secuenciacion es complementario a la porcion monocatenaria del
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adaptador y una polimerasa de secuenciacion puede extender el cebador realizando de este modo una reaccion
de secuenciacion. Los componentes se afiaden en el orden mostrado en la FIG. 2. La secuenciacion procede
como se pretende por el fabricante del instrumento.

Ejemplo 3 (hipotético) Preparacion de moléculas mixtas lineales asimétricamente adaptadas para secuenciacion

En este experimento, se obtiene el ADN diana bicatenario. El ADN se fragmenta a un tamafo adecuado in vitro o
se fragmenta de forma natural. Cada uno de los extremos 3' del ADN diana se extiende con la transferasa
terminal y un solo nucleétido (por ejemplo, dATP) mezclado con pequefias cantidades de un didesoxinucledtido
(por ejemplo, ddCTP). EI ADN diana tiene un homopolimero en cada extremo. (FIGS. 4, 5.) El oligonucleétido de
captura se une directamente a un soporte sélido y es complementario al homopolimero (por ejemplo, tiene oligo-
dT) (FIGS. 4, 5). El soporte solido comprende microesferas magnéticas recubiertas de poliestireno (DynaBeads®,
ThermoFisher, Waltham, MA) El homopolimero esta disponible para la carga de polimerasa y la iniciacion de
secuenciacion.

Para evitar que dos polimerasas se carguen en el mismo molde (FIG. 4), el extremo 3' del oligonucleétido de
captura se extiende con dTTP y una ADN polimerasa para que no esté disponible para el cebador de
secuenciacion. El oligonucleétido de captura se extiende con una mezcla de dTTP y ddTTP para que ya no sea
extensible el producto de extension. De forma alternativa, el oligonucleétido de captura se extiende con dTTP y
se une con el extremo 5' de la diana por medio de ligacion.

Ejemplo 4: Ensamblaje de flujo de trabajo para moléculas mixtas lineales asimétricamente adaptadas para
secuenciacion

En este experimento, mostrado en las FIGS. 8A-8F, se usé el flujo de trabajo de ensamblaje en serie para
preparar una coleccion de secuenciacion para la secuenciacion de acuerdo con los procedimientos de la
invencion. El flujo de trabajo comenzé con microesferas de captura de oligo-dT como se describe anteriormente
(FIG. 8A). Se anadieron sondas de captura (SEQ ID NO:4) a las microesferas de captura para formar complejos
de sonda de captura-microesfera de captura (FIG. 8B). Los moldes de secuenciacion circular que comprenden
una molécula de acido nucleico diana bicatenaria y dos adaptadores de horquilla (adaptadores de horquilla Ay B,
que comprenden SEQ ID NO:1 y 2, respectivamente) se pusieron en contacto con el complejo de sonda de
captura-microesfera de captura (FIG. 8C) para formar un complejo de la microesfera de captura, sonda de
captura y un molde de secuenciacion circular. A continuacion, se afiadieron un cebador de secuenciacion (SEQ
ID NO:5) (FIG. 8D) y una polimerasa de secuenciacion (FIG. 8E). La FIG. 8F muestra los resultados del analisis
de los componentes de la coleccion de secuenciacion ensamblada cuando los componentes se afiaden como se
muestra en las FIGS. 8A-8E. Solo cuando se incluyeron las microesferas, la sonda de captura y la molécula de
coleccién, se detectaron las tres en el complejo ensamblado final.

Solo uno de los dos homopolimeros estd ahora disponible para la carga de polimerasa y la iniciacion de
secuenciacion. Un cebador de secuenciacién es complementario al homopolimero (por ejemplo, tiene oligo-dT) y
una polimerasa de secuenciacion puede extender el cebador realizando de este modo una reaccion de
secuenciacion. Los componentes se afiaden en el orden mostrado en la FIG. 2. La secuenciaciéon procede como
se pretende por el fabricante del instrumento.
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<400> 8
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A3aaaaaaaa a3aaasaaaa aaaaaaaatt 30

<210> 9

<211> 31
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aaaaaaaaaa aaaazasaaa aaaaaaaaaa a 3l
<210> 10
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<213> Secuencia artificial
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<400> 10

titttttitt tttttit ikt 25
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinacion de una secuencia de un acido nucleico diana bicatenario en una
muestra, que comprende:

a) poner en contacto la muestra que comprende el acido nucleico diana bicatenario con una mezcla de primera y
segunda moléculas adaptadoras de horquilla, comprendiendo cada una una regién de tallo bicatenaria y una
primera region de bucle monocatenaria o una segunda regiéon de bucle monocatenaria;

b) ligar cada extremo de la molécula de &acido nucleico diana a la regiéon bicatenaria de las moléculas
adaptadoras formando de este modo una molécula mixta circular que comprende el acido nucleico diana y que
tiene una region bicatenaria y la primera region de bucle monocatenaria en un extremo y la segunda region de
bucle monocatenaria en el otro extremo unida covalentemente a la region bicatenaria;

c) poner en contacto la muestra con una concentracion limitante de oligonucleétidos de bloqueo anclados a un
soporte solido en el que el oligonucledtido de bloqueo no es extensible por una acido nucleico polimerasa y es
complementario a la primera regién de bucle monocatenaria, capturando de este modo la molécula circular en el
soporte solido y bloqueando la primera regién de bucle monocatenaria;

d) poner en contacto la muestra con un cebador oligonucleotidico complementario a la segunda region de bucle
monocatenaria, hibridando de este modo el cebador a la segunda regién de bucle monocatenaria;

e) extender el cebador con una polimerasa de secuenciacion determinando de este modo la secuencia del acido
nucleico diana bicatenario.

2.  El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que los extremos del acido nucleico diana y el adaptador se
vuelven cohesivos por tratamiento enzimatico.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el tratamiento enzimético se selecciona de adicién
nucleotidica y digestion del acido nucleico diana y el adaptador con una endonucleasa de restriccion.

4. EIl procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo se ancla al soporte sélido
por medio de una interaccién especifica seleccionada de biotina-estreptavidina, anticuerpo-antigeno o hibridacion
del oligonucleétido de bloqueo a un oligonucledtido complementario unido covalente o no covalentemente al
soporte sélido.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo no es extensible por la acido
nucleico polimerasa debido a una modificacién quimica seleccionada de 3'-H, 2'-fosfato y 3'-fosfato.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo tiene una modificacién que
evita la unién de una acido nucleico polimerasa.

7. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo no es extensible por una
acido nucleico polimerasa en virtud de estar unido al soporte sélido por medio de su extremo 3'.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo comprende una o mas
modificaciones estabilizadoras de duplex, que se seleccionan preferentemente de acido nucleico bloqueado
(LNA), acido peptidonucleico (APN) y un nucleétido no natural.

9. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido de bloqueo comprende una o mas
modificaciones que bloquean la digestion con nucleasas, preferentemente una cadena principal de fosforotioato.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el soporte sélido estd compuesto de particulas y cada
particula se une a multiples oligonucleétidos bloqueadores.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la extension del cebador es por una polimerasa que
desplaza la hebra.

12. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la extension del cebador es por replicacion de circulo
rodante.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el &cido nucleico diana bicatenario se genera in vitro a
partir de un acido nucleico diana monocatenario.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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