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ES 2 699 262 T3

DESCRIPCION
Métodos y soportes sélidos para la preparacion de muestras utilizando transposomas
Antecedentes

Existe una diversidad de métodos y aplicaciones para los cuales es deseable generar una biblioteca de moléculas
de ADN fragmentadas o marcadas a partir de moléculas diana de ADN bicatenario (ADNbc). A menudo, el propdsito
es generar moléculas de ADN mas pequefias (por ejemplo, fragmentos de ADN) a partir de moléculas de ADNbc
mas grandes para su uso como moldes en las reacciones de secuenciacion de ADN.

Muchos de los métodos actualmente utilizados para la fragmentacion y, marcaje de ADN bicatenario para su uso en
la secuenciacion de proxima generacion derrochan el ADN, requieren instrumentos caros para la fragmentacion, y
los procedimientos para la fragmentacion, marcaje y recuperacion de los fragmentos de ADN marcados son dificiles,
tediosos, laboriosos, llevan mucho tiempo, son ineficaces, costosos, requieren cantidades relativamente grandes de
acidos nucleicos muestra. Ademas, muchos de estos métodos generan fragmentos de ADN marcados que no son
completamente representativos de las secuencias contenidas en los acidos nucleicos muestra a partir de los que se
han generado. Por tanto, en la técnica existe necesidad de métodos que proporcionen velocidad y facilidad de uso a
la hora de generar bibliotecas de fragmentos de ADN marcados a partir de ADN diana y que pueden aplicarse
facilmente a métodos de analisis de acido nucleico tales como métodos de amplificacion y secuenciacion de proxima
generacion.

El documento WO 2012/1106546 A2 desvela métodos que incluyen el tratamiento de una secuencia de ADN diana
con una transposasa dando como resultado uno o mas acontecimientos de fragmentacién o insercion; la adicion e
insercion de una o mas secuencias de reconocimiento a la secuencia de ADN diana (i) durante el tratamiento con la
transposasa de (ii) durante una amplificacion posterior; la secuenciacion del ADN ftratado; y la captura de la
informacion de contigiidad identificando secuencias de ADN diana o secuencias de reconocimiento que tienen una
propiedad compartida.

El documento WO 2010/048605 A1 desvela métodos, composiciones y kits para el uso de una transposasa y un
extremo de transposoén para la generacion de fragmentacion extensa y marcaje 5’ de ADN diana bicatenario in vitro,
utilizando después una ADN polimerasa para la generacion de fragmentos de ADN monocatenarios marcados en 5’
y 3’ sin realizar una reaccion de amplificacion por PCR, en donde el primer marcador en el extremo 5 muestra la
secuencia del extremo de transposoén transferido y, opcionalmente, una secuencia arbitraria adicional, y el segundo
marcador en los extremos 3’ muestra una secuencia diferente de la secuencia mostrada por el primer marcador.

El documento WO 2012/103545 A1 desvela un método para la adiciéon de uno o mas marcadores al producto
bicatenario de una reaccion de tagmentacion. El método implica proporcionar un acido nucleico diana bicatenario y
un transposoma que tiene una transposasa con dos secuencias de extremos de transposones: una “cadena
transferida” y una “cadena no transferida”. El transposoma degrada el acido nucleico diana en fragmentos
transfiriendo al mismo tiempo de manera covalente la cadena transferida a una primera cadena del fragmento; la
cadena no transferida del transposoma permanece hibridada con la cadena transferida.

Adey et al. desvela un método de secuenciacion con bisulfito de todo el genoma basandose en la tagmentacion de
entrada ultrabaja en Genome Research, 22:1139-1143, 2012.

El documento US 2012/0530630 A1 desvela un método para la secuenciacion de moléculas de polinucledtidos. El
método incluye las etapas de proporcionar una pluralidad de moléculas de polinucleétidos unidas a una superficie,
en donde una primera parte de cada molécula de polinucleétido esta unida a una primera localizacién de la
superficie y una segunda parte de cada molécula de polinucleétido esta unida a una segunda localizacién de la
superficie, estando correlacionadas la proximidad relativa de las primera y segunda localizaciones con la
probabilidad de que las primera y segunda partes estén emparejadas, separar las primera y segunda partes de las
moléculas de polinucledtidos en la superficie, determinar las secuencias de las primera y segunda partes de las
moléculas de polinucledtidos y comparar las proximidades relativas y las secuencias para determinar qué partes
primera y segunda estan emparejadas y determinar la secuencia de las moléculas de polinucleétido diana.

Breve sumario

En el presente documento se presentan métodos y composiciones para la preparacion de muestras de acido
nucleico en un soporte soélido. Los métodos y las composiciones se refieren especialmente a métodos y
composiciones de fragmentacion y marcaje de ADN utilizando composiciones de transposén inmovilizadas en un
soporte solido. Los métodos y composiciones presentados en el presente documento son utiles, por ejemplo, para la
generacion de bibliotecas de fragmentos de ADN marcados para su uso, por ejemplo, en métodos de secuenciacion
de préxima generacion y similares. En algunas realizaciones preferidas, la presente invencion se refiere a la
preparacion de fragmentos de ADNmc lineal en un soporte sélido a partir de ADN diana que comprende cualquier
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ADNbc de interés (incluyendo ADNc bicatenario preparado a partir de ARN) de cualquier fuente, para el analisis
gendmico, subgenémico, transcriptémico o metagendmico, o para analisis de expresion de ARN.

La invenciéon se define mediante las reivindicaciones adjuntas. En consecuencia, en el presente documento se
presentan métodos como se define en las reivindicaciones de preparacién de una biblioteca inmovilizada de
fragmentos de ADN marcados que comprenden: a) proporcionar un soporte sélido que tenga complejos de
transposomas inmovilizados en el mismo en donde los complejos de transposomas comprenden una transposasa
unida a un primer polinucleétido, comprendiendo el primer polinucleétido (i) una parte 3° que comprende una
secuencia de extremo de transposon vy (ii) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador y b)
aplicar un ADN diana al soporte solido en condiciones mediante las cuales el ADN diana se fragmenta por los
complejos de transposoma, y la secuencia de extremo de transposon 3’ del primer polinucleétido se transfiere a un
extremo 5’ de al menos una cadena de los fragmentos; produciendo de este modo una biblioteca inmovilizada de
fragmentos bicatenarios en donde al menos una cadena esta marcada en 5’ con el primer marcador. Los complejos
de transposoma comprenden un segundo polinucleétido que comprende una regiéon complementaria de dicha
secuencia de extremo de transposon. Los métodos pueden comprender adicionalmente (c) proporcionar complejos
de transposoma en solucién y poner en contacto los complejos de transposomas con los fragmentos inmovilizados
en condiciones mediante las cuales el ADN diana se fragmenta mediante los complejos de transposomas en
solucion; obteniendo de este modo fragmentos de acido nucleico inmovilizados que tienen un extremo en solucion.
En algunas realizaciones, los complejos de transposoma en solucién pueden comprender un segundo marcador, de
modo que el método genere fragmentos de acido nucleico inmovilizados que tienen un segundo marcador, el
segundo marcador en solucién. Los primer y segundo marcadores pueden ser diferentes o iguales.

En el presente documento también se presentan soportes soélidos como se define en las reivindicaciones que tienen
una biblioteca de fragmentos de ADN marcados inmovilizados en los mismos preparados segun los métodos
anteriores u otros métodos. Por ejemplo, en el presente documento se presentan soportes solidos que tienen
complejos de transposomas inmovilizados en los mismos, en donde los complejos de transposomas comprenden
una transposasa unida a un primer polinucleétido, comprendiendo el polinucleétido (i) una parte 3’ que comprende
una secuencia de extremo de transposon y (ii) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador.

También se desvelan en el presente documento métodos de generacion de una celda de flujo, que comprenden
inmovilizar una pluralidad de complejos de transposomas en un soporte soélido, comprendiendo los complejos de
transposomas una transposasa unida a un primer polinucleétido, comprendiendo el primer polinucleétido (i) una
parte 3' que comprende una secuencia de extremo de transposoén y (i) un primer marcador que comprende un
primer dominio de marcador.

Los métodos pueden comprender adicionalmente proporcionar un soporte sélido que tenga una pluralidad de los
primeros polinucledtidos inmovilizados en los mismos y poner en contacto el soporte solido con una holoenzima
transposasa y un segundo polinucleétido, comprendiendo el segundo polinucleétido una region complementaria de
la secuencia de extremo de transposon. En algunos métodos, la inmovilizacion comprende (a) proporcionar un
soporte soélido que tenga cebadores de amplificacion acoplados con el mismo; (b) hibridar un segundo polinucleétido
con uno de los cebadores de amplificacién, comprendiendo el segundo oligonucleétido una regidon complementaria a
una secuencia de extremo de transposon y una region complementaria del primer marcador; (c) extender el cebador
de amplificacion utilizando una polimerasa para generar un duplex que comprende el primer polinucleétido hibridado
con el segundo polinucleétido, el primer polinucleétido inmovilizado directamente en el soporte sélido; y (d) poner en
contacto el soporte sdélido con una holoenzima transposasa, ensamblando de este modo un complejo de
transposoma en el soporte sélido.

En el presente documento también se desvela una poblacion de microparticulas que tienen complejos de
transposomas inmovilizados en las mismas, comprendiendo los complejos de transposoma una transposasa unida a
un primer polinucleétido y un segundo polinucleétido, en donde el primer polinucleétido esta inmovilizado en su
extremo 5’ en la superficie de la microparticula y el segundo polinucleétido esta hibridado en el extremo 3’ del primer
polinucledtido; y en donde el primer polinucleétido comprende: (i) una parte 3' que comprende una secuencia de
extremo de transposoén y (ii) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador. En el presente
documento también se presentan métodos de produccion de una biblioteca inmovilizada de fragmentos de ADN
marcados que comprenden poner en contacto un ADN diana con la poblacién anterior de microparticulas para
generar fragmentos de ADN marcados inmovilizados.

En el presente documento también se desvelan métodos para la generacion de una biblioteca de fragmentos de
ADN marcados para ensamblaje directo indexado en una lectura de secuencia mas larga, comprendiendo el método:
proporcionar una poblacion de microparticulas que tenga complejos de transposomas inmovilizados en las mismas,
comprendiendo los complejos de transposoma una transposasa unida a un primer polinucleétido que comprende un
dominio de indice asociado con la microparticula y un segundo polinucleétido; aplicar un ADN diana a la poblacion
de microparticulas, generando de este modo fragmentos de ADN inmovilizados que estan marcados con el dominio
indice. En los métodos anteriores, el primer polinucleétido puede inmovilizarse en su extremo 5’ en la superficie de la
microparticula y el segundo polinucleétido puede hibridarse con el extremo 3’ del primer polinucleétido; y en donde el
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primer polinucledtido comprende: (i) una parte 3° que comprende una secuencia de extremo de transposon vy (ii) el
dominio indice; y en donde la poblacion de microparticulas comprende al menos una pluralidad de dominios indice y
en donde los primeros polinucleétidos en una microparticula individual comparten el mismo dominio indice.

En el presente documento también se desvela un método para la secuenciaciéon de una pluralidad de moléculas de
ADN diana, que comprende: aplicar una pluralidad de ADN diana a un soporte sdélido que tiene complejos de
transposomas inmovilizados en el mismo en condiciones mediante las cuales el ADN diana se fragmenta mediante
los complejos de transposomas; produciendo de este modo una biblioteca inmovilizada de fragmentos bicatenarios,
en donde una primera parte de cada ADN diana esta unida a dicho soporte sélido en una primera localizaciéon en
dicho soporte sélido y una segunda parte de cada ADN diana esta unida a dicho soporte sdélido en una segunda
localizacion en dicho soporte solido; y mapear dicha biblioteca inmovilizada de fragmentos bicatenarios para generar
un conjunto de localizaciones que estan unidas mediante cada ADN diana; determinar las secuencias de dichas
primera y segunda partes del ADN diana, y correlacionar dicho conjunto de localizaciones para determinar qué
partes primera y segunda estan unidas mediante dicho ADN diana y determinar la secuencia de las moléculas de
ADN diana.

En algunas realizaciones de los métodos y composiciones presentadas en el presente documento, los complejos de
transposomas estan presentes en el soporte sélido a una densidad de al menos 10%, 10*, 10°, 10° complejos por
mmZ. En algunas realizaciones, el complejo de transposoma comprende una transposasa hiperactiva, tal como
transposasa Tnb5.

En algunas realizaciones de los métodos y composiciones presentadas en el presente documento, el dominio de
marcador puede comprender, por ejemplo, una regién para una amplificacion por grupos. En algunas realizaciones,
el dominio de marcador puede comprender una region para cebar una reaccion de secuenciacion.

En algunas realizaciones de los métodos y composiciones presentadas en el presente documento, el soporte sélido
puede comprender, por ejemplo, microparticulas, una superficie en patrén, pocillos y similares. En algunas
realizaciones, los complejos de transposomas se distribuyen al azar sobre el soporte sélido. En algunas
realizaciones, los complejos de transposomas se distribuyen en una superficie en patron.

Los detalles de una o mas realizaciones se exponen en los dibujos adjuntos y en la siguiente descripcion. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas seran evidentes a partir de la descripcion y los dibujos, y de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1a muestra el concepto general segin una realizacién. La Figura 1b muestra el concepto general
segun una realizacion.

La Figura 2a es un esquema que ilustra una reaccion de tagmentacion.

La Figura 2b es un esquema con el enlace resultante redibujado para aclarar la naturaleza del enlace resultante.
La Figura 3a ilustra una realizacion en la que se ensamblan dos formas de transposoma en la superficie de una
celda de flujo. La adicion de ADN a la celda de flujo da como resultado la tagmentacion y el acoplamiento del
ADN a los transposomas. Ademas, en la Figura 3a se muestran diferentes tipos de grupos resultantes: grupos
P7:P7, P5:P5 y P5:P7. La Figura 3b ilustra una realizacion en donde dos formas de transposomas estan
ensambladas en la superficie de una celda de flujo.

La Figura 4a ilustra otra realizacion. En la Figura 4a, se presenta solo una forma de transposoma unido a
superficie (por ejemplo, transposoma P5), dando como resultado enlaces que tienen la misma secuencia de
marcador en cada extremo. Se afiaden transposomas adicionales para fragmentar adicionalmente las estructuras
de enlace e incorporar una secuencia de marcador adicional (P7).

La Figura 4b muestra amplificacién para generar pares de grupos resultantes de cada extremo truncado de
transposoma que representan dos fragmentos adyacentes en la muestra de ADN intacta original (Figura 4b).

Las Figuras 5a, 5b, 5¢ y 5d ilustran diferentes métodos para el ensamblaje de complejos de transposomas
unidos a superficie. La Figura 5a muestra una realizacion de este método para ensamblar los complejos de
transposomas unidos a superficie. La Figura 5b muestra que los complejos de transposomas se ensamblan en
solucioén y la inmovilizacion comprende una etapa adicional de ligar el primer polinucledtido a un oligonucleétido
de refuerzo acoplado al soporte soélido. La Figura 5¢ muestra que un dimero de transposoma se ensambla
hibridando un oligonucleétido en bucle con un primer polinucledtido inmovilizado. La Figura 5d muestra
complejos de transposomas que pueden ensamblarse en una celda de flujo de extremos emparejados con
cebadores de amplificacién inmovilizados en la misma.

La Figura 6a expone el disefio de un experimento expuesto en el Ejemplo 1. La Figura 6b expone el disefio de un
experimento expuesto como Ejemplo 1.

La Figura 7 expone datos representativos obtenidos en un experimento realizado segun el disefio expuesto en el
Ejemplo 1.

La Figura 8 expone datos representativos obtenidos en un experimento realizado segun el disefio expuesto en el
Ejemplo 1.

La Figura 9 es una ilustracion del ensamblaje de transposomas unidos a perlas y posterior tagmentacion segun
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una realizacion.

La Figura 10 es una ilustracion del ensamblaje de transposomas unidos a perlas y posterior tagmentacion segun
una realizacion.

La Figura 11 es una ilustracion del ensamblaje de transposomas unidos a perlas y posterior tagmentacion segun
una realizacion.

La Figura 12 es una ilustracion del ensamblaje de transposomas unidos a perlas y posterior tagmentaciéon segun
una realizacion.

La Figura 13 es una ilustracion de transposomas unidos a superficie segun una realizacion.

La Figura 14 es una ilustracion de la tagmentacion realizada en transposomas unidos a perlas segun una
realizacion.

La Figura 15 es una ilustracién de la tagmentacion y codigo de barras de subfragmentos realizados en
transposomas unidos a perlas segin una realizacion.

La Figura 16 es una ilustracién de la tagmentacion y codigo de barras de subfragmentos realizados en
transposomas unidos a perlas segin una realizacion.

La Figura 17 es una ilustracion de un ensamblaje de transposomas como se describe en el Ejemplo 3.

La Figura 18a es una ilustracion de un ensamblaje de transposomas como se describe en el Ejemplo 3.

La Figura 18b expone resultados utilizando ensamblaje de transposomas como se describe en el Ejemplo 3.

DESCRIPCION DETALLADA

Los protocolos actuales para secuenciar muestras de acido nucleico emplean habitualmente un proceso de
preparacion de muestras que convierte ADN o ARN en una biblioteca de moldes. Estos métodos pueden dar como
resultado pérdida de muestra de ADN y con frecuencia requieren instrumentos caros para fragmentacion. Ademas,
los métodos de preparacion de muestras son con frecuencia dificiles, tediosos e ineficaces.

En métodos de preparacion de muestras convencionales, cada molde contiene un adaptador en uno de los extremos
del inserto y con frecuencia son necesarias varias etapas tanto para modificar el ADN o el ARN como para purificar
los productos deseados de las reacciones de modificacion. Estas etapas se realizan en solucién antes de la adicion
de los fragmentos adaptados a una celda de flujo donde se acoplan a la superficie mediante una reaccion de
extension de cebadores que copia el fragmento hibridado en el extremo de un cebador unido covalentemente a la
superficie. Estos moldes de “siembra” dan lugar después a grupos monoclonales de moldes copiados mediante
varios tipos de amplificacion.

El nimero de etapas necesarias para transformar ADN en moldes modificados por adaptador en solucion listos para
formacion de grupos y secuenciacion puede minimizarse mediante el uso de fragmentacion mediada por
transposasa y marcaje. Este proceso, denominado en el presente documento “tagmentacion”, con frecuencia implica
la modificacion de ADN mediante un complejo de transposoma que comprende enzima transposasa en complejo con
adaptadores que comprenden secuencia de extremo de transposon. La tagmentacion da como resultado la
fragmentacion simultanea del ADN y ligamiento de los adaptadores a los extremos 5 de ambas cadenas de
fragmentos bicatenarios. Después de una etapa de purificacion para retirar la enzima transposasa, se afiaden
secuencias adicionales a los extremos de los fragmentos adaptados mediante PCR.

La tagmentacion basada en solucion tiene desventajas y requiere varias etapas laboriosas. Adicionalmente, se
puede introducir un sesgo durante etapas de amplificacion de PCR. Los métodos y composiciones presentados en el
presente documento superan las desventajas y permiten que se produzca preparacion de muestras sin sesgo,
formacion de grupos y secuenciacion en un Unico soporte sélido con requisitos minimos para manipulacién o
transferencia de muestras.

La presente divulgacion se refiere al descubrimiento sorprendente de que los complejos de transposoma pre-
acoplados a la superficie de una celda de flujo pueden fragmentar, marcar e inmovilizar eficazmente ADN intacto
dentro de la celda de flujo. En realizaciones especificas, una o mas de las cadenas que comprenden los
adaptadores de transposoma se unen a la superficie de la celda de flujo a través de su extremo 5. Cuando se
bombea ADN intacto en la celda de flujo, la reaccion de tagmentacion se produce de la misma manera que sucede
en las reacciones de tagmentacion basadas en solucidn, pero los fragmentos producto resultantes estan fisicamente
unidos a la superficie de la celda de flujo por sus extremos. Las secuencias adaptadoras de transposoma pueden
contener secuencias que permiten la posterior generacion y secuenciacion de grupos.

Los métodos y composiciones presentados en el presente documento proporcionan varias ventajas con respecto a
métodos de tagmentacion basados en solucion. Por ejemplo, puede cargarse molde de ADN intacto purificado,
parcialmente purificado o incluso no purificado directamente en una celda de flujo para la generacion de grupos, sin
preparacion de muestras previa. Ademas, la contiglidad de informacién de secuencia en el ADN intacto original
puede conservarse fisicamente mediante la yuxtaposicion de fragmentos tagmentados en la superficie de la celda de
flujo. Como una ventaja adicional, el ADN esta ligado fisicamente a la superficie de la celda de flujo de modo que
pueda conseguirse purificacion de reactivos después de manipulacion adicional del ADN mediante intercambio de
tampon de flujo continuo en el canal de la celda de flujo.
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Tagmentacién en un soporte sélido

De acuerdo con lo anterior, se presentan en el presente documento métodos como se definen en las
reivindicaciones para preparar una biblioteca inmovilizada de fragmentos de ADN marcados. Los métodos
comprenden: (a) proporcionar un soporte solido que tenga complejos de transposomas inmovilizados en el mismo,
en donde los complejos de transposomas comprenden una transposasa unida a un primer polinucleétido,
comprendiendo el primer polinucledtido (i) una parte 3° que comprende una secuencia de extremo de transposon y
(i) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador; y (b) aplicar un ADN diana al soporte solido
en condiciones por las que el ADN diana se fragmente mediante los complejos de transposomas, y la secuencia de
extremo de transposén 3’ del primer polinucleétido se transfiere a un extremo 5 de al menos una cadena de los
fragmentos; produciendo de este modo una biblioteca inmovilizada de fragmentos bicatenarios en donde al menos
una cadena esta marcada en 5’ con el primer marcador.

Como se usa en el presente documento, la expresion “complejo de transposoma” se refiere en general a una enzima
transposasa unida de forma no covalente con un acido nucleico bicatenario. Por ejemplo, el complejo puede ser una
enzima transposasa preincubada con ADN de transposén bicatenario en condiciones que sustentan la formacion de
complejos no covalentes. El ADN de transposon bicatenario puede incluir, sin limitacion, ADN de Tn5, una parte de
ADN de Tn5, una composicion de extremo de transposén, una mezcla de composiciones de extremos de
transposones u otros ADN bicatenarios capaces de interaccionar con una transposasa tal como la transposasa Tn5
hiperactiva.

Una “transposasa” significa una enzima que es capaz de formar un complejo funcional con una composicion que
contiene extremos de transposones (por ejemplo, transposones, extremos de transposones, composiciones de
extremos de transposones) y catalizar la insercion o transposicion de la composicion contiene extremos de
transposones en el ADN diana bicatenario con el que se incuba, por ejemplo, en una reaccion de transposicion in
vitro. Una transposasa como se presenta en el presente documento también puede incluir integrasas de
retrotransposones y retrovirus. Las transposasas, transposomas y complejos de transposomas son conocidos en
general por los expertos en la materia, como se ejemplifica en la divulgacion del documento US 2010/0120098.
Aunque muchas realizaciones descritas en el presente documento se refieren a transposasa Tn5 y/o transposasa
Tn5 hiperactiva, se apreciara que puede usarse en la presente invencion cualquier sistema de transposicion que sea
capaz de insertar un extremo de transposén con suficiente eficacia para marcar en 5’ y fragmentar un ADN diana
para su fin pretendido. En realizaciones particulares, un sistema de transposicién preferido es capaz de insertar el
extremo de transposon de una manera aleatoria o casi aleatoria para marcar en 5’ y fragmentar el ADN diana.

La expresion “extremo de transposoén” se refiere a un ADN de acido nucleico bicatenario que muestra solamente las
secuencias de nucledtidos (las “secuencias de extremos de transposones”) que son necesarias para formar el
complejo con la enzima transposasa o integrasa que es funcional en una reaccién de transposicion in vitro. En
algunas realizaciones, un extremo de transposon es capaz de formar un complejo funcional con la transposasa en
una reacciéon de transposicion. Como ejemplos no limitantes, los extremos de transposones pueden incluir el
extremo de transposoén extremo externo (“EE”) de 19 pb, extremo de transposén extremo interno (“El”) o extremo de
transposon “extremo mosaico” (“‘EM”) reconocido por una transposasa Tn5 mutante o de tipo silvestre, o el extremo
de transposon R1 y R2 como se expone en la divulgacion del documento US 2010/0120098. Los extremos de
transposones pueden comprender cualquier acido nucleico o andlogo de acido nucleico adecuado para formar un
complejo funcional con la enzima transposasa o integrasa en una relacion de transposicion in vitro. Por ejemplo, €l
extremo de transposén puede comprender ADN, ARN, bases modificadas, bases no naturales, cadena principal
modificada y pueden comprender muescas en una o ambas cadenas. Aunque el término “ADN” se usa a lo largo de
la presente divulgacion en relacion con la composicion de extremos de transposones, deberia entenderse que puede
utilizarse cualquier acido nucleico o analogo de acido nucleico adecuado en un extremo de transposoén.

La expresion “cadena transferida” se refiere a la parte transferida de ambos extremos del transposoén. De forma
similar, la expresion “cadena no transferida” se refiere a la parte no transferida de ambos “extremos del transposoén”.
El extremo 3’ de una cadena transferida se une o se transfiere a ADN diana en una reaccién de transposicion in
vitro. La cadena no transferida, que muestra una secuencia de extremo de transposén que es complementaria de la
secuencia de extremo de transposén transferida, no se une o transfiere al ADN diana en una reacciéon de
transposicion in vitro.

En algunas realizaciones, la cadena transferida y cadena no transferida se unen de forma covalente. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, las secuencias de cadena transferida y no transferida se proporcionan en un Unico
oligonucledtido, por ejemplo, en una configuracién en horquilla. Asi, aunque el extremo libre de la cadena no
transferida no se une con el ADN diana directamente mediante la reaccion de transposicion, la cadena no transferida
se une al fragmento de ADN de forma indirecta, debido a que la cadena no transferida se une a la cadena
transferida mediante el bucle de la estructura en horquilla. Pueden encontrarse ejemplos adicionales de estructura
de transposoma y métodos para preparar y usar transposomas en la divulgacion del documento US 2010/0120098.
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Las expresiones “marcador” y “dominio de marcador” como se usan en el presente documento se refieren a una
parte o dominio de un polinucleétido que muestra una secuencia para un fin o una aplicacion pretendidos deseados.
Algunas realizaciones presentadas en el presente documento incluyen un complejo de transposoma que comprende
un polinucledtido que tiene una parte 3° que comprende una secuencia de extremo de transposon y marcador que
comprende un dominio de marcador. Los dominios de marcadores pueden comprender cualquier secuencia
proporcionada para cualquier fin deseado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un dominio de marcador
comprende uno o mas sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion. En algunas realizaciones, un
dominio de marcador comprende una o mas regiones adecuadas para hibridacién con un cebador para una reaccion
de amplificacion de grupo. En algunas realizaciones, un dominio marcador comprende una o mas regiones
adecuadas para hibridacion con un cebador para una reaccidon de secuenciacién. Se apreciara que puede
incorporarse cualquier otro elemento adecuado en un dominio de marcador. En algunas realizaciones, el dominio de
marcador comprende una secuencia que tiene una longitud de entre 5 y 200 pb. En algunas realizaciones, el
dominio de marcador comprende una secuencia que tiene una longitud de entre 10 y 100 pb. En algunas
realizaciones, el dominio de marcador comprende una secuencia que tiene una longitud de entre 20 y 50 pb. En
algunas realizaciones, el dominio de marcador comprende una secuencia que tiene una longitud de entre 5, 6, 7, 8,
9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 y 200 pb.

En los métodos y composiciones presentados en el presente documento, los complejos de transposomas se
inmovilizan en el soporte sdélido. En algunas realizaciones, los complejos de transposomas se inmovilizan en el
soporte mediante uno o mas polinucledtidos, tales como un polinucleétido que comprende una secuencia de
extremo de transposoén. En algunas realizaciones, el complejo de transposoma puede inmovilizarse mediante una
molécula enlazadora que acopla la enzima transposasa al soporte sélido. En algunas realizaciones, tanto la enzima
transposasa como el polinucleétido se inmovilizan en el soporte sdlido. Cuando se hace referencia a la
inmovilizacién de moléculas (por ejemplo, acidos nucleicos) en un soporte sélido, los términos “inmovilizado” y
“unido” se usan indistintamente en el presente documento y se entiende que ambos términos abarcan unién directa
o indirecta, covalente o no covalente, a no ser que se indique de otro modo, bien de forma explicita o bien por
contexto. En determinadas realizaciones de la invencion puede preferirse la uniéon covalente, pero en general solo es
necesario que las moléculas (por ejemplo acidos nucleicos) permanezcan inmovilizadas o unidas en el soporte en
las condiciones en las que se pretende usar el soporte, por ejemplo en aplicaciones que requieren amplificacion y/o
secuenciacion de acidos nucleicos.

Determinadas realizaciones de la invencién pueden hacer uso de soportes solidos que comprenden un sustrato o
matriz inerte (por ejemplo portaobjetos de vidrio, perlas poliméricas, etc.) que se ha funcionalizado, por ejemplo
mediante la aplicacién de una capa o recubrimiento de un material intermedio que comprende grupos reactivos que
permiten la unién covalente con biomoléculas, tales como polinucleétidos. Los ejemplos de dichos soportes incluyen,
pero sin limitacion, hidrogeles de poliacrilamida apoyados en una sustancia inerte tal como vidrio, particularmente
hidrogeles de poliacrilamida como se describe en los documentos WO 2005/065814 y US 2008/0280773. En dichas
realizaciones, las biomoléculas (por ejemplo polinucleétidos) pueden unirse de forma covalente directamente con el
material intermedio (por ejemplo el hidrogel) pero el material intermedio puede en si mismo unirse de forma no
covalente con el sustrato o la matriz (por ejemplo el sustrato de vidrio). Debe interpretarse en consecuencia que la
expresion “unién covalente con un soporte sélido” abarca ese tipo de disposicion.

Las expresiones “superficie sdlida”, “soporte sélido” y otros equivalentes gramaticales en el presente documento se
refieren a cualquier material que sea apropiado para o pueda modificarse para ser apropiado para la unién de los
complejos de transposoma. Como apreciaran los expertos en la materia, el nimero de posibles sustratos es muy
grande. Los posibles sustratos incluyen, pero sin limitacion, vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plasticos
(incluyendo acrilicos, poliestireno y copolimeros de estireno y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno,
poliuretanos, Teflon™, etc.), polisacaridos, nailon o nitrocelulosa, ceramicas, resinas, silice o materiales basados en
silice incluyendo silicio y silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos, plasticos, haces de fibras 6pticas,
y una diversidad de otros polimeros. En un aparato de celda de flujo se localizan soportes sdlidos y superficies
solidas particularmente utiles para algunas realizaciones. Se exponen en mas detalle posteriormente celdas de flujo
ejemplares.

En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende una superficie en patrén adecuada para la inmovilizacion de
complejos de transposomas en un patron ordenado. Una “superficie en patrén” se refiere a una disposicion de
diferentes regiones en o sobre una capa expuesta de un soporte sélido. Por ejemplo, una o mas de las regiones
pueden ser elementos en los que estan presentes uno o mas complejos de transposomas. Los elementos pueden
separarse por regiones intersticiales cuando no estén presentes complejos de transposomas. En algunas
realizaciones, el patron puede ser un formato de x-y de elementos que estan en filas y columnas. En algunas
realizaciones, el patron puede ser una disposicion repetida de elementos y/o regiones intersticiales. En algunas
realizaciones, el patrén puede ser una disposicion aleatoria de elementos y/o regiones intersticiales. En algunas
realizaciones, los complejos de transposomas se distribuyen aleatoriamente sobre el soporte sélido. En algunas
realizaciones, los complejos de transposomas se distribuyen en una superficie en patron. Las superficies en patron
ejemplares que pueden usarse en los métodos y composiciones expuestos en el presente documento se describen
en el N.° de Serie de los Estados Unidos 13/661.524 o Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos
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N.°2012/0316086 A1.

En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende una serie de pocillos o depresiones en una superficie. Este
puede fabricarse como se conoce en general en este campo usando una diversidad de técnicas incluyendo, pero sin
limitacion, fotolitografia, técnicas de estampacion, técnicas de moldeo y técnicas de micrograbado. Como apreciaran
los expertos en la materia, la técnica usada dependera de la composicion y forma del sustrato de la matriz.

La composiciéon y geometria del soporte sélido puede variar con su uso. En algunas realizaciones, el soporte sdlido
es una estructura plana tal como un portaobjetos, chip, microchip y/o matriz. Asi, la superficie de un sustrato puede
estar en forma de una capa plana. En algunas realizaciones, el soporte solido comprende una o mas superficies de
una celda de flujo. La expresion “celda de flujo” como se usa en el presente documento se refiere a una camara que
comprende una superficie solida a través de la que pueden hacerse fluir uno o mas reactivos liquidos. Los ejemplos
de celdas de flujo y sistemas fluidos relacionados y plataformas de deteccion que pueden usarse facilmente en los
métodos de la presente divulgacién se describen, por ejemplo, en Bentley et al.,, Nature 456:53-59 (2008),
documentos WO 04/018497; US 7.057.026; WO 91/06678; WO 07/123744; US 7.329.492; US 7.211.414; US
7.315.019; US 7.405.281 y US 2008/0108082.

En algunas realizaciones, el soporte sdlido o su superficie no es plano, tal como la superficie interna o externa de un
tubo o vaso. En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende microesferas o perlas. Por “microesferas” o
“perlas” o “particulas” o equivalentes gramaticales en el presente documento se entienden particulas discretas
pequefas. Las composiciones de perlas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, plasticos, ceramicas, vidrio,
poliestireno, metilestireno, polimeros acrilicos, materiales paramagnéticos, sol de didxido de torio, grafito de carbono,
diéxido de titanio, latex o dextranos reticulados tales como Sepharose, celulosa, nailon, micelas reticuladas y tefléon,
asi como cualquier material perfilado en el presente documento para soporte sélidos. “Microsphere Detection Guide”
de Bangs Laboratories, Fishers Ind. es una guia util. En determinadas realizaciones, las microesferas son
microesferas o perlas magnéticas.

No es necesario que las perlas sean esféricas; pueden usarse particulas irregulares. Como alternativa o
adicionalmente, las perlas pueden ser porosas. Los tamafios de las perlas varian de nanémetros, es decir 100 nm, a
milimetros, es decir, 1 mm, prefiriéndose perlas de aproximadamente 0,2 micrémetros a aproximadamente 200
micrémetros, y prefiriéndose particularmente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5 micrometros, aunque
en algunas realizaciones pueden usarse perlas mayores o menores.

Las Figuras 1a y 1b ilustran en general el método segun una realizacion. Se muestra un soporte soélido recubierto
con oligonucledtidos injertados, algunos de los cuales contienen las secuencias de ME, que formaran complejos de
transposomas activos que estén acoplados fisicamente con el soporte sélido en presencia de Tn5. La densidad de
estos transposomas unidos a superficie puede modularse variando la densidad de los oligonucleotidos injertados
que contienen la secuencia de ME o por la cantidad de transposasa afadida al soporte sdlido. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los complejos de transposomas estan presentes en el soporte sélido a una densidad de al
menos 103, 104, 10° 0 al menos 10° complejos por mm?.

Cuando se afiade ADN bicatenario al soporte sdlido, los complejos de transposomas tagmentaran ADN afiadido,
generando de este modo fragmentos bc acoplados en ambos extremos a la superficie. En algunas realizaciones, la
longitud de fragmentos unidos puede variarse cambiando la densidad de los complejos de transposomas en la
superficie. En determinadas realizaciones, la longitud de los fragmentos unidos resultantes es menor de 100 pb,
200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1000 pb, 1100 pb, 1200 pb, 1300 pb, 1400 pb,
1500 pb, 1600 pb, 1700 pb, 1800 pb, 1900 pb, 2000 pb, 2100 pb, 2200 pb, 2300 pb, 2400 pb, 2500 pb, 2600 pb,
2700 pb, 2800 pb, 2900 pb, 3000 pb, 3100 pb, 3200 pb, 3300 pb, 3400 pb, 3500 pb, 3600 pb, 3700 pb, 3800 pb,
3900 pb, 4000 pb, 4100 pb, 4200 pb, 4300 pb, 4400 pb, 4500 pb, 4600 pb, 4700 pb, 4800 pb, 4900 pb, 5000 pb,
10000 pb, 30000 pb o menor de 100.000 pb. En algunas realizaciones, los fragmentos unidos pueden después
amplificarse en grupos usando quimica de grupos convencional, como se ejemplifica por la divulgacion de Patentes
de los Estados Unidos N.° 7.985.565 y 7.115.400.

En algunas realizaciones, la longitud de los moldes es mayor de lo que se puede amplificar convenientemente
usando quimica de grupos convencional. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la longitud de los moldes es mayor
de 100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, 600 pb, 700 pb, 800 pb, 900 pb, 1000 pb, 1100 pb, 1200 pb, 1300 pb,
1400 pb, 1500 pb, 1600 pb, 1700 pb, 1800 pb, 1900 pb, 2000 pb, 2100 pb, 2200 pb, 2300 pb, 2400 pb, 2500 pb,
2600 pb, 2700 pb, 2800 pb, 2900 pb, 3000 pb, 3100 pb, 3200 pb, 3300 pb, 3400 pb, 3500 pb, 3600 pb, 3700 pb,
3800 pb, 3900 pb, 4000 pb, 4100 pb, 4200 pb, 4300 pb, 4400 pb, 4500 pb, 4600 pb, 4700 pb, 4800 pb, 4900 pb,
5000 pb, 10000 pb, 30000 pb o mayor de 100.000 pb. En dichas realizaciones, entonces puede realizarse una
segunda reaccion de tagmentacion afiadiendo transposomas de solucion que fragmentan adicionalmente los
enlaces, como se ilustra, por ejemplo, en la Figura 4a. La segunda reaccion de tagmentacion puede por lo tanto
retirar el tramo interno de los enlaces, dejando extremos truncados cortos anclados a la superficie que pueden
convertirse en grupos listos para etapas de secuenciacion adicionales. En realizaciones particulares, la longitud del
molde puede estar dentro de un intervalo definido por un limite superior e inferior seleccionado de los ejemplificados
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anteriormente.

Antes de la generacién de grupos, pueden capturarse imagenes del ADN inmovilizado por tagmentacion en
superficie. Por ejemplo, el ADN inmovilizado puede tefiirse con un colorante intercalante y capturar imagenes para
conservar un registro de la posicion de la cadena principal de la molécula de ADN en la superficie. Después de la
generacion y secuenciacion de grupos, las coordenadas de grupos pueden asociarse con su posicion en la cadena
principal original, ayudando de este modo al alineamiento de lecturas a lo largo de un ensamblaje de molécula y
genoma.

La etapa de aplicacion de un ADN diana puede comprender afiadir una muestra bioldgica a dicho soporte sélido. La
muestra bioldgica puede ser cualquier tipo que comprenda ADN y que pueda depositarse en la superficie sélida para
tagmentacion. Por ejemplo, la muestra puede comprender ADN en una diversidad de estados de purificacion,
incluyendo ADN purificado. Sin embargo, no es necesario que la muestra esté completamente purificada y puede
comprender, por ejemplo, ADN mezclado con proteina, otra especie de acido nucleico, otros componentes celulares
y/o cualquier otro contaminante. Como se demuestra en el Ejemplo 2 posterior, la muestra biolégica comprende una
mezcla de ADN, proteina, otras especies de acido nucleico, otros componentes celulares y/o cualquier otro
contaminante presente en aproximadamente la misma proporcidon que se encuentra in vivo. Por ejemplo, los
componentes pueden encontrarse en la misma proporcién que se encuentra en una célula intacta. La muestra
biolégica puede tener una relacion 260/280 de menos de 2,0, 1,9, 1,8, 1,7, 1,6, 1,5, 1,4, 1,3, 1,2, 1,1, 1,0, 0,9, 0,8,
0,7 o menos de 0,60. La muestra biolégica puede tener una relacién 260/280 de al menos 2,0, 1,9, 1,8, 1,7, 1,6, 1,5,
14,13, 12, 1,1, 1,0, 0,9, 0,8, 0,7 o al menos 0,60. Debido a que los métodos proporcionados en el presente
documento permiten que el ADN se una con un soporte soélido, pueden retirarse otros contaminantes Unicamente
lavando el soporte sélido después de que se produzca la tagmentacion unida a superficie. La muestra bioldgica
puede comprender, por ejemplo, un lisado de células en bruto o células completas. Por ejemplo, un lisado de células
en bruto que se aplica a un soporte sélido en un método expuesto en el presente documento no necesita haberse
sometido a una o mas de las etapas de separacién que se usan tradicionalmente para aislar acidos nucleicos de
otros componentes celulares. Se exponen etapas de separacion ejemplares en Maniatis ef al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 Edicién, 1989, y Short Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel, et al.

Por lo tanto, la muestra biolégica puede comprender, por ejemplo, sangre, plasma, suero, linfa, moco, esputo, orina,
semen, liquido cefalorraquideo, aspirado bronquial, heces y tejido macerado, o un lisado de los mismos, o
cualquiera otra muestra biolégica de ensayo que comprenda ADN. Una ventaja de los métodos y composiciones
presentados en el presente documento es que puede afiadirse una muestra biolégica a la celda de flujo y las etapas
de lisis y purificacion posteriores pueden producirse todas en la celda de flujo sin etapas de transferencia o
manipulacién adicionales, simplemente haciendo fluir los reactivos necesarios a la celda de flujo. Los Ejemplos 1y 2
posteriores demuestran la aplicacion con éxito de lisados celulares en bruto a los métodos y composiciones
proporcionados en el presente documento.

Las Figuras 2a y 2b ilustran adicionalmente la reaccion de tagmentacioén segun una realizacion. Como se muestra en
la Figura 2a, los transposomas comprenden un dimero de Tn5 uniéndose cada mondmero con una molécula
bicatenaria, es decir, el adaptador de ME. Una cadena del adaptador de ME esta unida covalentemente a la
superficie de una celda de flujo. Los transposomas se unen a ADN diana y generan dos muescas en la cadena
principal de ADN, a 9 bases de distancia en cada cadena. Aunque la Figura 2a muestra un hueco de 9 pb entre
muescas, en otras realizaciones, el transposoma puede generar un hueco de 7, 8, 9, 10, 11 0 12 pb entre muescas.
Solamente una de las dos cadenas de cada adaptador de ME esta ligada a la cadena 5’ en cada posicion de
muesca. Esta cadena “la cadena transferida” se injerta en la superficie de la celda de flujo mediante su extremo 5’.
El enlace resultante de la tagmentacion de superficie se vuelve a dibujar en la Figura 2b para clarificar la naturaleza
del enlace resultante.

Las Figuras 3a y 3b ilustran un ejemplo de la invencién puesta en practica. Se ensamblan dos formas de
transposoma en la superficie de una celda de flujo. La primera forma comprende un transposoma P7 en el que la
“cadena de transferencia” del adaptador de ME comprende una secuencia oligonucleotidica extendida que une el
transposoma con la superficie que incluye un dominio de amplificacion (P7) y un cebador de secuenciacion (S2). La
segunda forma comprende un transposoma P5 en el que la “cadena de transferencia” del adaptador de ME
comprende una secuencia oligonucleotidica extendida que une el transposoma con la superficie que incluye un
dominio de amplificacion (P5) y un cebador de secuenciacion (S1). La adicion de ADN a la celda de flujo da como
resultado la tagmentacion y el acoplamiento del ADN a los transposomas. Se producen tres tipos de enlace: P5-P5,
P7-P7 y P5-P7. Después de la formacion y linealizacion de grupos (Figura 3b), se retiran los grupos P5-P5 o P7-P7
(dependiendo de la linealizacion). Como se muestra en la Figura 3b, si se produce linealizaciéon mediante P5,
entonces solamente permanecen enlaces P5-P7 y P7-P7. Los grupos P7-P7 no se linealizan por esta reaccién y por
lo tanto no se secuenciaran. Los grupos P7-P7 se retiran posteriormente durante la linealizacion de Lectura 2 para
secuenciacion.

El método presentado en el presente documento puede comprender ademas una etapa adicional de proporcionar
complejos de transposomas en solucion y poner en contacto los complejos de transposomas de fase de solucion con
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los fragmentos inmovilizados en condiciones en las que el ADN diana se fragmenta por la solucion de complejos de
transposomas; obteniendo de este modo fragmentos de acido nucleico inmovilizados que tienen un extremo en
solucion. En algunas realizaciones, los complejos de transposomas en solucién pueden comprender un segundo
marcador, de modo que el método genere fragmentos de acido nucleico inmovilizados que tengan un segundo
marcador, el segundo marcador en solucion. Los primer y segundos marcadores pueden ser diferentes o iguales.

En algunas realizaciones, una forma de transposoma unido a superficie esta predominantemente presente en el
soporte solido. Por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de los marcadores presentes en dicho soporte sélido comprende el
mismo dominio de marcador. En dichas realizaciones, después de una reaccion de tagmentacion inicial con
transposomas unidos a superficie, al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % o al menos 99 % de las estructuras de enlace comprenden el mismo dominio de marcador en cada
extremo del enlace. Una segunda reaccion de tagmentacion puede realizarse afiadiendo transposomas de solucion
que fragmentan adicionalmente los enlaces. En algunas realizaciones, la mayoria o todos los transposomas de fase
de soluciéon comprenden un dominio de marcador que difiere del dominio de marcador presente en las estructuras de
enlace generadas en la primera reaccion de tagmentacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones, al menos 50 %,
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos 99 % de los marcadores
presentes en los transposomas de fase de solucién comprenden un dominio de marcador que difiere del dominio de
marcador presente en las estructuras de enlace generadas en la primera reaccion de tagmentacion.

Las Figuras 4a y 4b ilustran esta realizacion. El soporte solido mostrado en la Figura 4a comprende solamente
transposoma unido a superficie que comprende un unico tipo de secuencia marcadora (por ejemplo, transposoma
P5). En este caso, todos los enlaces tagmentados son enlaces P5-P5. Se afiade un transposoma P7 de solucion y
tagmentos a los enlaces haciendo todas las moléculas unidas a superficie moldes P5-P7- Los fragmentos unidos a
superficie pueden convertirse posteriormente en grupos (véase, por ejemplo, Figura 4b). Asimismo, se producira un
par de grupos a partir de cada extremo truncado de transposoma que represente los dos fragmentos adyacentes en
el molde de ADN intacto original (Figura 4b).

También se presentan en el presente documento soportes sélidos que tienen una biblioteca de fragmentos de ADN
marcados e inmovilizados en los mismos preparados segun los métodos anteriores.

Mapas Fisicos de Moléculas Polinucleotidicas Inmovilizadas (para referencia)

También se desvelan en el presente documento métodos para generar un mapa fisico de polinucleétidos
inmovilizados. Los métodos pueden aprovecharse provechosamente para identificar grupos que probablemente
contengan secuencias unidas (es decir, las primera y segunda partes de la misma molécula polinucleotidica diana).
La proximidad relativa de dos grupos cualesquiera resultante de un polinucleétido inmovilizado proporciona por lo
tanto informacion util para el alineamiento de informacion de secuencia obtenida de los dos grupos.
Especificamente, la distancia entre dos grupos cualesquiera en una superficie sdlida esta correlacionada
positivamente con la probabilidad de que los dos grupos sean de la misma molécula polinucleotidica diana, como se
describe en mas detalle en el documento WO 2012/025250.

Como un ejemplo pueden tagmentarse in situ moléculas de ADNbc largas que se estiran sobre la superficie de una
celda de flujo, dando como resultado una linea de enlaces de ADNbc conectados a través de la superficie de la
celda de flujo. Ademas, puede generarse después un mapa fisico del ADN inmovilizado. El mapa fisico se
correlaciona por lo tanto con la relacién fisica de grupos después de amplificarse ADN inmovilizado.
Especificamente, el mapa fisico se usa para calcular la probabilidad de que datos de secuencias obtenidos de dos
grupos cualesquiera estén ligados, como se describe en el documento WO 2012/025250.

El mapa fisico puede generarse capturando imagenes del ADN para establecer la localizacion de las moléculas de
ADN inmovilizadas a través de una superficie solida. Pueden capturarse imagenes del ADN inmovilizado afiadiendo
un agente de captura de imagenes al soporte soélido y detectando una sefial del agente de captura de imagenes. El
agente de captura de imagenes puede ser un marcador detectable. Los marcadores detectables adecuados
incluyen, pero sin limitacién, protones, haptenos, radionuclidos, enzimas, marcadores fluorescentes, marcadores
quimioluminiscentes y/o agentes cromogénicos. Por ejemplo, el agente de captura de imagenes puede ser un
agente intercalante o agente de union a ADN no intercalante. Puede usarse cualquier colorante intercalante o agente
de unién a ADN no intercalante como se conoce en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, los expuestos en el
documento U.S. 2012/0282617.

En algunas realizaciones, los fragmentos bicatenarios inmovilizados se fragmentan adicionalmente para liberar un
extremo libre (véase Figura 4a) antes de la generacion de grupos (Figura 4b). Puede realizarse escision de
estructuras enlazadas usando cualquier metodologia adecuada como se conoce en la técnica, como se ejemplifica
en el documento WO 2012/025250. Por ejemplo, puede producirse escision mediante incorporacion de un nucleétido
modificado, tal como uracilo como se describe en el documento WO 2012/025250, mediante la incorporacién de un
sitio de endonucleasa de restriccion, o aplicando complejos de transposomas de fase de solucién a las estructuras
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de ADN enlazadas, como se describe en otra parte del presente documento.

Puede hacerse fluir una pluralidad de moléculas de ADN diana en una celda de flujo que comprende una pluralidad
de nano-canales, teniendo el nano-canal una pluralidad de complejos de transposomas inmovilizados en el mismo.
Como se usa en el presente documento, el término nano-canal se refiere a un canal estrecho en el que se deja fluir
una molécula de ADN lineal larga. En algunas realizaciones, no se hacen fluir mas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o0 no mas de
1000 cadenas largas individuales de ADN diana en cada nano-canal. Los nano-canales individuales pueden
separarse por una barrera fisica que evita que cadenas largas individuales de ADN diana interaccionen con multiples
nano-canales. El soporte sélido puede comprender al menos 10, 50, 100, 200, 500, 1000, 3000, 5000, 10000,
30000, 50000, 80000 o al menos 100000 nano-canales. Los transposomas unidos a la superficie de un nano-canal
tagmentan el ADN. Puede después realizarse un mapeo de contigliidad, por ejemplo, siguiendo los grupos a lo largo
de la longitud de estos canales. En algunas realizaciones, la cadena larga del ADN diana puede ser de al menos
0,1 kb, 1kb, 2kb, 3 kb, 4 kb, 5kb, 6 kb, 7 kb, 8 kb, 9 kb, 10 kb, 15 kb, 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35 kb, 40 kb, 45 kb,
50 kb, 55 kb, 60 kb, 65 kb, 70 kb, 75 kb, 80 kb, 85 kb, 90 kb, 95 kb, 100 kb, 150 kb, 200 kb, 250 kb, 300 kb, 350 kb,
400 kb, 450 kb, 500 kb, 550 kb, 600 kb, 650 kb, 700 kb, 750 kb, 800 kb, 850 kb, 900 kb, 950 kb, 1000 kb, 5000 kb,
10000 kb, 20000 kb, 30000 kb o al menos 50000 kb de longitud. La cadena larga de ADN diana puede ser de no
mas de 0,1 kb, 1 kb, 2 kb, 3 kb, 4 kb, 5 kb, 6 kb, 7 kb, 8 kb, 9 kb, 10 kb, 15 kb, 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35 kb, 40 kb,
45 kb, 50 kb, 55 kb, 60 kb, 65 kb, 70 kb, 75 kb, 80 kb, 85 kb, 90 kb, 95 kb, 100 kb, 150 kb, 200 kb, 250 kb, 300 kb,
350 kb, 400 kb, 450 kb, 500 kb, 550 kb, 600 kb, 650 kb, 700 kb, 750 kb, 800 kb, 850 kb, 900 kb, 950 kb 0 no mas de
1000 kb de longitud. Como ejemplo, una celda de flujo que tenga 1000 o mas nano-canales con productos de
tagmentacion inmovilizados mapeados en los nano-canales puede usarse para secuenciar el genoma de un
organismo con lecturas “situadas” cortas. Pueden usarse productos de tagmentacion inmovilizados mapeados en los
nano-canales para resolver haplotipos. Pueden utilizarse productos de tagmentacién inmovilizados mapeados en los
nano-canales para resolver problemas de organizacion.

Amplificacion y Secuenciacion de Fragmentos de ADN Inmovilizados

Amplificacién. La presente divulgacion se refiere ademas a la amplificacion de los fragmentos de ADN inmovilizados
producidos segun los métodos proporcionados en el presente documento. Los fragmentos de ADN inmovilizados
producidos por tagmentacion mediada por transposoma unido a superficie pueden amplificarse segun cualquier
metodologia de amplificacion adecuada conocida en la técnica. En algunas realizaciones, los fragmentos de ADN
inmovilizados se amplifican en un soporte sélido. En algunas realizaciones, el soporte sélido es el mismo soporte
sélido sobre el que se produce tagmentacion unida a superficie. En dichas realizaciones, los métodos y
composiciones proporcionados en el presente documento permiten que la preparacién de muestras se produzca en
el mismo soporte soélido de la etapa de introduccion de muestras inicial mediante amplificacion y opcionalmente
mediante una etapa de secuenciacion.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los fragmentos de ADN inmovilizados se amplifican usando metodologias de
amplificacién de grupos como se ejemplifica por las divulgaciones de las Patentes de los Estados Unidos N.°
7.985.565 y 7.115.400. Las Patentes de los Estados Unidos N.° 7.985.565 y 7.115.400 describen métodos de
amplificacién de acidos nucleicos de fase sélida que permiten inmovilizar productos de amplificacién en un soporte
soélido para formar matrices comprendidas por grupos o “colonias” de moléculas de acido nucleico inmovilizadas.
Cada grupo o colonia en dicha matriz se forma a partir de una pluralidad de cadenas polinucleotidicas inmovilizadas
idénticas y una pluralidad de cadenas polinucleotidicas complementarias inmovilizadas idénticas. Las matrices asi
formadas se denominan en general en el presente documento “matrices agrupadas”. Los productos de reacciones
de amplificacion de fase sélida tales como los descritos en las Patentes de los Estados Unidos N.° 7.985.565 y
7.115.400 son estructuras denominadas “enlazadas” formadas hibridando pares de cadenas polinucleotidicas
inmovilizadas y cadenas complementarias inmovilizadas, estando ambas cadenas inmovilizadas en el soporte solido
en el extremo 5’, preferentemente mediante una unién covalente. Las metodologias de amplificacién de grupo son
ejemplos de métodos en donde se usa un molde de acido nucleico inmovilizado para producir amplicones
inmovilizados. También pueden usarse otras metodologias adecuadas para producir amplicones inmovilizados a
partir de fragmentos de ADN inmovilizados producidos seguin los métodos proporcionados en el presente
documento. Por ejemplo, pueden formarse uno o mas grupos o colonias mediante PCR de fase sdlida tanto si se
inmoviliza uno como si se inmovilizan ambos cebadores de cada par de cebadores de amplificacion.

Los fragmentos de ADN inmovilizados pueden amplificarse en solucion. Por ejemplo, los fragmentos de ADN
inmovilizados pueden escindirse o de otro modo liberarse del soporte sdlido y después se hibridan cebadores de
amplificaciéon en solucidon con las moléculas liberadas. Los cebadores de amplificacion pueden hibridarse con los
fragmentos de ADN inmovilizados para una o mas etapas de amplificacion iniciales, seguido de etapas de
amplificaciéon posteriores en solucion. Por lo tanto, puede usarse un molde de acido nucleico inmovilizado para
producir amplicones de fase de solucion.

Se apreciara que cualquiera de las metodologias de amplificacion descritas en el presente documento o conocidas
en general en la técnica puede utilizarse con cebadores universales o especificos de diana para amplificar
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fragmentos de ADN inmovilizados. Los métodos adecuados para amplificacion incluyen, pero sin limitacion, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién por desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion
mediada por transcripcion (TMA) y amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA), como se describe
en la Patente de los Estados Unidos N.° 8.003.354. Los métodos de amplificacién anteriores pueden emplearse para
amplificar uno o mas acidos nucleicos de interés. Por ejemplo, la PCR, incluyendo PCR multiple, SDA, TMA, NASBA
y similares puede utilizarse para amplificar fragmentos de ADN inmovilizados. En algunas realizaciones, en la
reaccion de amplificacion se incluyen cebadores dirigidos especificamente al acido nucleico de interés.

Otros métodos adecuados para amplificaciéon de acidos nucleicos pueden incluir tecnologias de extension y
ligamiento de oligonucledtidos, amplificacion por circulo rodante (RCA) (Lizardi et al., Nat. Genet. 19: 225-232
(1998)) y ensayos de ligamiento de oligonucleétidos (OLA) (Véase en general Patentes de los Estados Unidos N.°
7.582.420, 5.185.243, 5.679.524 y 5.573.907; documentos EP 0 320 308 B1; EP 0 336 731 B1; EP 0 439 182 Bf1;
WO 90/01069; WO 89/12696; y WO 89/0983). Se apreciara que estas metodologias de amplificacion pueden
disefarse para amplificar fragmentos de ADN inmovilizados. Por ejemplo, el método de amplificacion puede incluir
reacciones de amplificacion de sondas de ligamiento o ensayo de ligamiento de oligonucledtidos (OLA) que
contienen cebadores dirigidos especificamente al acido nucleico de interés. El método de amplificacion puede incluir
una reaccion de extension-ligamiento de cebadores que contiene cebadores dirigidos especificamente al acido
nucleico de interés. Como un ejemplo no limitante de extensiéon de cebadores y cebadores de ligamiento que pueden
disefiarse especificamente para amplificar un acido nucleico de interés, la amplificacion puede incluir cebadores
usados para el ensayo GoldenGate (lllumina, Inc., San Diego, CA) como se ejemplifica en las Patentes de los
Estados Unidos N.° 7.582.420 y 7.611.869.

Los métodos de amplificacion isotérmica ejemplares que pueden usarse en un método de la presente divulgacion
incluyen, pero sin limitacion, Amplificacion por Desplazamiento Multiple (MDA) como se ejemplifica, por ejemplo, en
Dean et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 5261-66 (2002) o amplificacion de acido nucleico de desplazamiento de
cadena isotérmico ejemplificado, por ejemplo, en Patente de los Estados Unidos N.° 6.214.587. Otros métodos no
basados en PCR que pueden usarse en la presente divulgacion incluyen, por ejemplo, amplificacion por
desplazamiento de cadena (SDA) que se describe, por ejemplo, en Walker ef al., Molecular Methods for Virus
Detection, Academic Press, Inc., 1995; Patentes de los Estados Unidos N.° 5.455.16, y 5.130.238, y Walker et al.,
Nucl. Acids Res. 20: 1691-96 (1992) o amplificacion por desplazamiento de cadena hiperramificada que se describe,
por ejemplo, en Lage et al., Genome Research 13: 294-307 (2003). Pueden usarse métodos de amplificacion
isotérmica con la polimerasa Phi 29 de desplazamiento de cadena o fragmento grande de ADN polimerasa Bst, 5’ ->
3’ exo para amplificacion con cebador aleatorio de ADN gendmico. El uso de estas polimerasas aprovecha su alta
capacidad de procesamiento y actividad de desplazamiento de cadena. La alta capacidad de procesamiento permite
que las polimerasas produzcan fragmentos que son de 10-20 kb de longitud. Como se ha expuesto anteriormente,
pueden producirse fragmentos mas pequefios en condiciones isotérmicas usando polimerasas que tengan baja
capacidad de procesamiento y actividad de desplazamiento de cadena tales como polimerasa Klenow. La
divulgacion de la Patente de los Estados Unidos N.° 7.670.810 expone en detalle la descripcion adicional de
reacciones de amplificacion, condiciones y componentes.

Otro método de amplificacion de acido nucleico que es util en la presente divulgacion es PCR Marcada que usa una
poblacién de cebadores de dos dominios que tienen una region 5’ constante seguida de una regiéon 3’ aleatoria como
se describe, por ejemplo, en Grothues et al. Nucleic Acids Res. 21(5): 1321-2 (1993). Los primeros ciclos de
amplificacion se llevan a cabo para realizar una multitud de inicios en ADN desnaturalizado por calor basandose en
hibridacion individual desde la region 3’ sintetizada aleatoriamente. Debido a la naturaleza de la region 3, se
contempla que los sitios de inicio son aleatorios por todo el genoma. A continuacion, los cebadores no unidos
pueden retirarse y puede tener lugar replicacion adicional usando cebadores complementarios de la region 5
constante.

Secuenciacion. (Para referencia) La presente divulgacion se refiere ademas a secuenciacion de los fragmentos de
ADN inmovilizados producidos segun los métodos proporcionados en el presente documento. Los fragmentos de
ADN inmovilizados producidos por tagmentacion mediada por transposoma unido a superficie pueden secuenciarse
segun cualquier metodologia de secuenciacion adecuada, tal como secuenciacion directa, incluyendo secuenciacion
por sintesis, secuenciacion por ligamiento, secuenciacion por hibridacion, secuenciacion por nanoporos y similares.
Los fragmentos de ADN inmovilizados pueden secuenciarse en un soporte solido. El soporte sélido para secuenciar
puede ser el mismo soporte sélido sobre el que se produce tagmentacion unida a superficie. El soporte sélido para
secuenciacion puede ser el mismo soporte sobre el que se produce amplificacion.

Una metodologia de secuenciacion preferida es secuenciacion por sintesis (SBS). En SBS, la extension de un
cebador de acido nucleico a lo largo de un molde de acido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico diana o amplicén
del mismo) se supervisa para determinar la secuencia de nucleétidos en el molde. El proceso quimico subyacente
puede ser polimerizacion (por ejemplo catalizada por una enzima polimerasa). En una realizacion de SBS basada en
polimerasa particular, se afiaden nucleétidos marcados por fluorescencia a un cebador (extendiendo de este modo
el cebador) de una manera dependiente de molde de modo que puede usarse deteccion del orden y tipo de
nucleétidos anadidos al cebador para determinar la secuencia del molde.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 262 T3

Las celdas de flujo proporcionan un soporte soélido conveniente para alojar fragmentos de ADN amplificados
producidos por los métodos de la presente divulgacion. Uno o mas fragmentos de ADN amplificados en dicho
formato pueden someterse a una SBS u otra técnica de detecciéon que implique suministro repetido de reactivos en
ciclos. Por ejemplo, para iniciar un primer ciclo de SBS, pueden hacerse fluir uno o mas nucleétidos marcados, ADN
polimerasa, etc., en/a través de una celda de flujo que aloja una o mas moléculas de acido nucleico amplificadas.
Pueden detectarse los sitios en los que la extensién de cebadores provoca que se incorpore un nucleétido marcado.
Opcionalmente, los nucledtidos pueden incluir ademas una propiedad de terminacién reversible que termina la
extension de cebadores adicional una vez que se ha afiadido un nucleétido a un cebador. Por ejemplo, un analogo
de nucledtido que tiene un resto terminador reversible puede afadirse a un cebador de modo que no se pueda
producir extension posterior hasta que se suministre un agente de desbloqueo para retirar el resto. Por lo tanto, para
realizaciones que usan terminacion reversible, puede suministrarse un reactivo de desbloqueo a la celda de flujo
(antes o después de producirse la deteccion). Pueden llevarse a cabo lavados entre las diversas etapas de
suministro. El ciclo puede después repetirse n veces para extender el cebador en n nucleétidos, detectando de este
modo una secuencia de longitud n. Se describen procedimientos de SBS ejemplares, sistemas fluidos y plataformas
de deteccién que pueden adaptarse facilmente para su uso con amplicones producidos por los métodos de la
presente divulgacion, por ejemplo, en Bentley et al., Nature 456: 53-59 (2008), documentos WO 04/018497; US
7.057.026; WO 91/06678; WO 07/123744; US 7.329.492; US 7.211.414; US 7.315.019; US 7.405.281, y US
2008/0108082.

Pueden usarse otros procedimientos de secuenciacién que usan reacciones ciclicas, tales como pirosecuenciacion.
La pirosecuenciacion detecta la liberacién de pirofosfato inorganico (PPi) a medida que se incorporan nucleotidos
particulares en una cadena de acido nucleico naciente (Ronaghi, et al., Analytical Biochemistry 242(1), 84-9 (1996);
Ronaghi, Genome Res. 11(1), 3-11 (2001); Ronaghi et al. Science 281(5375), 363 (1998); documentos US
6.210.891; US 6.258.568 y US. 6.274.320). En pirosecuenciacion, puede detectarse PPi liberado convirtiéndose
inmediatamente en adenosina trifosfato (ATP) mediante ATP sulfurilasa, y el nivel de ATP generado puede
detectarse mediante fotones producidos por luciferasa. Por tanto, la reaccién de secuenciacion puede supervisarse
mediante un sistema de deteccion de luminiscencia. No son necesarias fuentes de radiaciéon de excitacion usadas
para sistemas de deteccidon basados en fluorescencia para procedimientos de pirosecuenciacion. Se describen
sistemas fluidos, detectores y procedimientos utiles que pueden adaptarse para la aplicacion de pirosecuenciacion a
amplicones segun la presente divulgacion, por ejemplo, en la Solicitud de Patente WIPO N.° de Serie
PCT/US11/57111, US 2005/0191698 A1, documentos US 7.595.883 y US 7.244.559.

Pueden usarse métodos que implican la supervision en tiempo real de la actividad de ADN polimerasa. Por ejemplo,
puede detectarse incorporaciones de nucleétidos mediante interacciones de transferencia de energia por resonancia
de fluorescencia (TERF) entre una polimerasa portadora de fluoréforo y nucleétidos marcados con y-fosfato, o con
guias de ondas de modo cero (ZMW). Se describen técnicas y reactivos para secuenciacion basada en TERF, por
ejemplo, en Levene ef al. Science 299, 682-686 (2003); Lundquist et al. Opt. Lett. 33, 1026-1028 (2008); Korlach et
al. Proc. Natl. ’Acad. Sci. USA 105, 1176-1181 (2008).

Algunos métodos de SBS incluyen la deteccion de un protén liberado tras la incorporacion de un nucleétido en un
producto de extension. Por ejemplo, la secuenciacion basada en la deteccién de protones liberados puede usar un
detector eléctrico y técnicas asociadas que estan disponibles en el mercado de lon Torrent (Guilford, CT, una filial de
Life Technologies) o métodos de secuenciacion y sistemas descritos en los documentos US 2009/0026082 A1; US
2009/0127589 A1; US 2010/0137143 A1; o US 2010/0282617 A1. Los métodos expuestos en el presente documento
para amplificar acidos nucleicos diana usando exclusion cinética pueden aplicarse facilmente a sustratos usados
para detectar protones. Mas especificamente, pueden usarse métodos expuestos en el presente documento para
producir poblaciones clonales de amplicones que se usan para detectar protones.

Otra técnica de secuenciacion util es la secuenciacion por nanoporos (véase, por ejemplo, Deamer et al. Trends
Biotechnol. 18, 147-151 (2000); Deamer et al. Acc. Chem. Res. 35: 817-825 (2002); Li et al. Nat. Mater. 2: 611-615
(2003)). En algunos métodos de nanoporos, el acido nucleico diana o nucleétidos individuales retirados de un acido
nucleico diana pasan a través de un nanoporo. A medida que el acido nucleico o nucleétido pasa a través del
nanoporo, cada tipo de nucleétido pueden identificarse midiendo fluctuaciones en la conductancia eléctrica del poro
(Patente de los Estados Unidos N.° 7.001.792; Soni et al. Clin. Chem. 53, 1996-2001 (2007); Healy, Nanomed. 2,
459-481 (2007); Cockroft et al. J. Am. Chem. Soc. 130, 818-820 (2008)).

Se describen métodos ejemplares para analisis de expresion y genotipado basado en matrices que puede aplicarse
a deteccidon segun la presente divulgacion en las Patentes de los Estados Unidos N.° 7.582.420; 6.890.741;
6.913.884 0 6.355.431 o Publicaciones de Patente de los Estados Unidos N.° 2005/0053980 A1; 2009/0186349 A1 o
US 2005/0181440 A1.

Una ventaja de los métodos expuestos en el presente documento es que proporcionan deteccion rapida y eficaz de
una pluralidad de acidos nucleicos diana en paralelo. En consecuencia la presente divulgacion proporciona sistemas
integrados capaces de preparar y detectar acidos nucleicos usando técnicas conocidas en este campo tales como
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las ejemplificadas anteriormente. Por lo tanto, un sistema integrado de la presente divulgacién puede incluir
componentes fluidos capaces de suministrar reactivos de amplificacion y/o reactivos de secuenciacion a uno o mas
fragmentos de ADN inmovilizados, comprendiendo el sistema componentes tales como bombas, valvulas, depdsitos,
lineas fluidas y similares. Una celda de flujo puede configurarse y/o usarse en un sistema integrado para deteccion
de acidos nucleicos diana. Se describen celdas de flujo ejemplares, por ejemplo, en el documento US 2010/0111768
A1y US N°. de Serie 13/273.666. Como se ejemplifica para las celdas de flujo, uno o mas de los componentes
fluidos de un sistema integrado pueden usarse para un método de amplificacion y para un método de deteccion.
Tomando un método de secuenciacién de acido nucleico como un ejemplo, pueden usarse uno o mas de los
componentes fluidos de un sistema integrado para un método de amplificacién expuesto en el presente documento y
para el suministro de reactivos de secuenciacion en un método de secuenciacion tal como los ejemplificados
anteriormente. Como alternativa, un sistema integrado puede incluir sistemas fluidos separados para llevar a cabo
métodos de amplificacion y para llevar a cabo métodos de deteccion. Los ejemplos de sistemas de secuenciacion
integrados que son capaces de crear acidos nucleicos amplificados y también determinar la secuencia de los acidos
nucleicos incluyen, sin limitacion, la plataforma MiSeq™ (lllumina, Inc., San Diego, CA) y dispositivos descritos en el
N.° de Serie de Estados Unidos 13/273.666.

Soportes sdélidos con transposomas inmovilizados y métodos de preparaciéon

Otras realizaciones presentadas en el presente documento incluyen soportes soélidos, tales como celdas de flujo, que
tienen complejos de transposomas inmovilizados en los mismos. En determinadas realizaciones, los complejos de
transposomas comprenden una transposasa unida a un primer polinucleétido, comprendiendo el polinucleétido (i)
una parte 3' que comprende una secuencia de extremo de transposoén y (ii) un primer marcador que comprende un
primer dominio de marcador. La densidad de estos transposomas unidos a superficie puede variar. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los complejos de transposomas estan presentes en el soporte sélido a una densidad de al
menos 103, 104, 10° 0 al menos 10° complejos por mm?2.

También se presentan en el presente documento métodos para generar una celda de flujo para tagmentacion. Los
métodos pueden comprender, por ejemplo, inmovilizar una pluralidad de complejos de transposomas en un soporte
soélido, comprendiendo los complejos de transposomas una transposasa unida a un primer polinucleétido,
comprendiendo el primer polinucleétido (i) una parte 3' que comprende una secuencia de extremo de transposoén, y
(i) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador.

Los complejos de transposomas pueden inmovilizarse en un soporte sélido en una diversidad de métodos, que
apreciara un experto en la materia. En una realizacién, el método comprende proporcionar un soporte sélido que
tiene una pluralidad de primeros polinucleétidos inmovilizados en el mismo, y poner en contacto el soporte sélido con
una holoenzima transposasa y un segundo polinucleétido, comprendiendo el segundo polinucleétido una region
complementaria de la secuencia del extremo del transposén. En algunas realizaciones, el segundo polinucleétido se
hibrida con el primer polinucleétido inmovilizado antes de afiadirse la holoenzima transposasa. En algunas
realizaciones, el segundo polinucledtido y la holoenzima transposasa se proporcionan juntos. La Figura 5a muestra
una realizacion de este método para ensamblar los complejos de transposomas unidos a superficie. En un método,
se afiade holoenzima transposasa junto con la cadena no transferida del adaptador de ME a una celda de flujo que
contiene oligonucledtidos que comprenden desde el extremo injertado en superficie 5’: un cebador de amplificacion
de grupo (A.pr) y cebador de secuenciacion (S.pr) y la secuencia ME (Figura 5a). Como alternativa, la cadena de
ME’ no transferida puede hibridarse con la cadena de ME injertada en superficie primero y después afadirse la
transposasa a la celda de flujo.

Los complejos de transposomas pueden ensamblarse en solucion y la inmovilizacion puede comprender una etapa
adicional de ligar el primer polinucleétido con un oligonucleétido de refuerzo acoplado al soporte sélido. Esto se
ilustra en la Figura 5b. El oligonucledtido de refuerzo puede extenderse usando una polimerasa antes de que se
produzca una etapa de ligamiento.

El dimero de transposoma puede ensamblarse hibridando un oligonucleétido en bucle con un primer polinucleétido
inmovilizado. Por ejemplo, un oligonucleétido en bucle puede comprender un primer extremo y un segundo extremo,
siendo el primer extremo complementario de la secuencia de extremo de transposoén del primer polinucleétido. El
segundo extremo del oligonucledtido en bucle puede ser complementario de una segunda secuencia de extremo de
transposon. La segunda secuencia de extremo de transposon puede ser, por ejemplo, parte de un primer
polinucledtido de fase de solucion. El primer polinucleétido inmovilizado y el primer polinucleétido de fase de
solucién pueden comprender secuencias de extremos del transposones diferentes o complementos de las mismas.
El oligonucledtido en bucle puede comprender secuencias complementarias entre si de las secuencias de extremos
de transposones diferentes en el primer y segundo extremos. Una ilustracion de esto se muestra en la Figura 5c.
Como se muestra en la Figura 5¢ se genera un par adaptador contiguo hibridando dos oligonucleétidos con el
oligonucledtido unido a superficie. Esto puede conseguirse empleando dos secuencias de extremos de transposones
diferentes (ME1 y ME2). La adicion de holoenzima transposasa reconstituye un complejo de transposoma “en bucle”
activo, donde solamente uno de los dos adaptadores de cada transposoma se acopla con la superficie Figura 5c.
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Pueden ensamblarse complejos de transposomas en una celda de flujo de extremos emparejados convencional con
cebadores de amplificacion inmovilizados en la misma (por ejemplo, una celda de flujo HiSeq o celda de flujo MiSeq
comercializadas por lllumina Inc, San Diego, CA). Esto puede conseguirse mediante, por ejemplo, hibridacion de un
oligonucledtido de “refuerzo” que hibrida con una o ambas especies de cebadores de amplificacion injertados en
superficie. El refuerzo actia como un molde para extender después el cebador de superficie injertado con una
polimerasa y dNTP para formar un duplex oligonucleotidico que contiene un cebador de amplificaciéon de superficie,
un cebador de secuenciacion y las secuencias de extremos de transposones de la transposasa. La adicion de
transposasa ensambla un transposoma de la superficie. Esta realizacion se ilustra en la Figura 5d.

En cualquiera de las realizaciones proporcionadas en el presente documento, los complejos de transposomas
pueden ser homodimeros o heterodimeros. Por ejemplo, como se ilustra en la Figura 11, un transposoma
homodimérico comprenderia dos adaptadores P5-ME en ambos sitios 0, como alternativa, dos adaptadores P7-ME.
De forma similar, un complejo de transposoma heterodimérico comprenderia adaptadores tanto P5-ME como P7-
ME, como se muestra en la Figura 11.

Tagmentacion usando perlas de transposomas

Una realizacion presentada en el presente documento es una poblacion de microparticulas que tienen complejos de
transposomas inmovilizados en las mismas. El uso de un soporte sélido tal como perlas puede proporcionar varias
ventajas con respecto a la tagmentacién basada en solucion. Por ejemplo, en tagmentacion basada en solucion
convencional, es dificil controlar el tamafio de fragmento final de la reaccion de tagmentacion. El tamafo de
fragmento esta en funcion de la relacion de transposomas con respecto a la cantidad y el tamafio de ADN y a la
duracion de la reaccién. Incluso si estos parametros se controlan, el fraccionamiento de selecciéon de tamafio es
necesario habitualmente como una etapa adicional para retirar el exceso de fragmentos pequefios mas cortos que
las longitudes de lecturas emparejadas combinadas. Los métodos proporcionados en el presente documento evitan
esas desventajas. Especificamente, los transposomas inmovilizados en perlas permiten la seleccion de tamarfio de
fragmento final en funcién de la separacién espacial de los transposomas unidos independientemente de la cantidad
de perlas de transposomas afiadidas a la reaccion de tagmentaciéon. Una limitacion adicional de la tagmentacion
basada en solucion es que es normalmente es necesario realizar alguna forma de purificacion de los productos de la
reaccion de tagmentacion tanto antes como después de la amplificacion por PCR. Esto necesita tipicamente alguna
transferencia de reacciones de un tubo a otro. Por el contrario, los productos de tagmentacion en los transposomas
basados en perlas pueden lavarse y posteriormente liberarse para amplificacion u otro procesamiento corriente
abajo, evitando de este modo la necesidad de la transferencia de muestras. Por ejemplo, cuando se ensamblan
transposomas en perlas paramagnéticas, puede conseguirse facilmente purificacion de los productos de reaccion de
tagmentacion inmovilizando las perlas con imanes y lavando. Por lo tanto, la tagmentacion y otro procesamiento
corriente abajo tal como amplificacion por PCR pueden todos realizarse en un unico tubo, vaso, gota u otro
recipiente. La tagmentacion y el procesamiento corriente abajo de muestras puede tener lugar en un dispositivo
basado en gota microfluidico, como se ejemplifica en la divulgacion de la Solicitud de los Estados Unidos N.° de
Serie 13/670.318, presentada el 6 de noviembre de 2012 titulada “INTEGRATED SEQUENCING APPARATUSES
AND METHODS OF USE”. Por ejemplo, en un dispositivo basado en gotas microfluidico, puede pasarse una gota
que contiene acido nucleico diana, tampén de lavado u otros reactivos sobre una superficie que comprende
complejos de transposomas inmovilizados. De forma similar, una gota que comprende perlas que tienen
transposomas inmovilizados en las mismas puede ponerse en contacto con acido nucleico diana, tampdn de lavado
u otros reactivos en un dispositivo basado en gotas microfluidico.

En algunas realizaciones, los complejos de transposomas inmovilizados comprenden una transposasa unida a un
primer polinucleétido y un segundo polinucleétido; en donde el primer polinucleétido se inmoviliza en su extremo 5’
en la superficie de la microparticula y el segundo polinucleétido se hibrida en el extremo 3’ del primer polinucleétido;
y en donde el primer polinucleétido comprende: (i) una parte 3° que comprende una secuencia de extremo de
transposon y (ii) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador.

Las Figuras 9-12 proporcionan una ilustraciéon de transposomas ensamblados en la superficie de perlas
paramagnéticas. La Figura 9 muestra una superficie de perla con dos primeros polinucleétidos diferentes
inmovilizados en la misma. Los primeros polinucleétidos que se muestran comprenden una secuencia de extremo de
transposéon (ME). Uno de los primeros polinucledtidos mostrados comprende un dominio de marcador que
comprende una secuencia de cebador de amplificacion (P5) y una secuencia de cebador de secuenciacion (Lectura
1). El otro polinucleétido mostrado en la Figura 9 comprende una secuencia de cebador de amplificacion diferente
(P7) y una secuencia de cebador de secuenciacion (Lectura 2). Los primeros polinucleétidos también pueden
comprender un marcador indice. EI marcador indice puede ser Unico de la perla, o puede estar compartido con una
0 mas perlas adicionales en la poblacién. Una Unica perla puede tener solamente un Unico marcador indice
inmovilizado en la misma, o puede tener una pluralidad de marcadores indices inmovilizados en la misma.

La Figura 10 muestra un segundo polinucleétido hibridado con cada primer polinucleétido. El segundo polinucleétido
comprende una regién complementaria de la secuencia de extremo de transposon del primer polinucleétido. El
segundo polinucledtido puede ser de 15 pb de longitud. El segundo polinucleétido puede ser de aproximadamente
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10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 pb o mas de 20 pb de longitud. El segundo polinucleétido puede estar
fosforilado en su extremo 5.

La Figura 11 ilustra ensamblaje de transposomas en la superficie de la perla, donde la enzima transposasa se pone
en contacto con los oligonucleétidos inmovilizados. Como se muestra en la Figura 11, cuando la transposasa se
afnade a las perlas, se forman tres tipos de complejos de transposomas: un complejo P5:P5, un P7:P7 y un P5:P7
(Figura 11).

Cuando las perlas de transposomas se afiaden a una solucion de ADN diana en un tampén de tagmentacion, tiene
lugar la tagmentacion, que liga el ADN a la superficie de las perlas. Se genera una biblioteca inmovilizada de
fragmentos de ADN marcados.

La Figura 12 ilustra una realizacion donde la tagmentacion sucesiva en el ADN da como resultado moléculas
enlazadas entre transposomas. Cuando estén presentes tres tipos de transposomas (como en la Figura 11), se
producen tres tipos de complejos de enlace: un complejo P5:P5, P7:P7 y P5:P7 en una relacion de 25:25:50,
respectivamente.

La longitud de los fragmentos enlazados puede estar dictada por la densidad de los transposomas en la superficie
de la perla. Esta densidad puede ajustarse mediante la cantidad de oligonucleétido en la superficie, la cantidad de
complejos de extremos de transposones bicatenarios en la superficie y la cantidad de enzima transposasa afiadida
durante el ensamblaje de transposomas. Una vez que se ha completado la tagmentacion, los productos de
tagmentacion de P5:P7 pueden liberarse de la superficie de la perla usando cualquier método adecuado. Los
productos de tagmentacion puede liberarse de las perlas usando un método de amplificacion tal como PCR de
supresion, PCR step-out y similares. Los productos de tagmentacion pueden liberarse de las perlas por escision. La
escision puede ser, por ejemplo, quimica, enzimatica, fotoquimica o una combinacion de las mismas. Se apreciara
que puede utilizarse cualquier método adecuado para liberar uno o mas productos de tagmentacion de un soporte
sélido en los métodos proporcionados en el presente documento.

El ADN puede ponerse en contacto eficazmente con transposomas unidos a superficie usando cualquier método
adecuado para aumentar la probabilidad de contacto. Por ejemplo, puede utilizarse precipitacion de ADN en la
superficie sélida para aumentar el contacto entre el ADN diana y los complejos de transposomas en la superficie
sélida. Puede utilizarse uno cualquiera de varios métodos que se conocen en la técnica para poner en contacto ADN
con un soporte solido, como se ejemplifica en la divulgacion del documento WO 2010/115122. Como apreciara un
experto en la materia, el ADN puede precipitarse en un soporte sélido mediante la adicién de PEG, etanol o uno
cualquiera de una diversidad de agentes adicionales que se sabe que precipitan ADN en superficies, incluyendo, por
ejemplo, uno cualquiera de varios tampones usados en tecnologia de inmovilizacion reversible de fase sélida (SPRI).

Puede mezclarse una poblacién de perlas que portan complejos de transposomas inmovilizados con un exceso de
perlas que no portan ningun transposoma un oligonucleotido, reduciendo de este modo la probabilidad de
tagmentacion entre dos o mas perlas diferentes. Otro método para reducir la probabilidad de tagmentacion entre dos
o mas perlas diferentes incluye inmovilizar perlas de modo que se minimice el contacto entre perlas. La
inmovilizacion de perlas puede conseguirse por cualquiera de varias técnicas conocidas en este campo, incluyendo,
por ejemplo, inmovilizar las perlas mediante magnetismo en los laterales de una superficie sélida tal como un tubo
de microcentrifuga, o cualquier otra técnica de inmovilizacion, como se ejemplifica en el documento WO
2010/115122.

Pueden usarse perlas de transposomas para aislar e identificar acidos nucleicos de una Unica célula, tal como una
célula procariota o eucariota. Por ejemplo, pueden recubrirse particulas tales como perlas con transposomas
indexados que comparten el mismo indice (todos los transposomas presentes en una perla particular portan el
mismo indice, que es diferente del indice presente en otra perla). Las perlas pueden colocarse después dentro de
células a través de una cualquiera de una diversidad de metodologias conocidas en la técnica. Por ejemplo, los
métodos para suministrar perlas dentro de células incluyen, pero sin limitacion, pistolas génicas, nanocuchillas
fototérmicas (Wu et al. Anal Chem. (2011) 4: 1321-7), y péptidos usados junto con sustancias permeabilizantes
celulares (Nitin et al Ann Biomed Eng. (2009) 37: 2018-2027) y similares. Se apreciara que puede usarse cualquier
método adecuado para asociar ADN de una Unica célula con una particula que porta transposomas indexados en los
métodos presentados en el presente documento.

Los transposomas pueden unirse covalentemente con las perlas como se ha descrito en detalle anteriormente en el
presente documento. Adicionalmente o como alternativa, los transposomas pueden liberarse de las perlas tras la
aplicaciéon de un estimulo quimico o fisico. Algunos ejemplos de estimulos que pueden desencadenar la liberacion
de transposoma de un soporte sélido incluyen cambios de luz y/o temperatura. Los transposomas pueden liberarse
del soporte soélido usando la actividad de una enzima tal como una endonucleasa de restriccion. Los transposomas
pueden desprenderse de las perlas y moverse libremente dentro de la célula. Una vez que las perlas (o como
alternativa, los transposomas liberados) entran en contacto con cromatina o ADN, puede tener lugar la
tagmentacion. Se entendera que en sistemas eucariotas y procariotas, no todo el ADN gendmico sera siempre

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 262 T3

accesible y/o disponible para tagmentacion. Hasta 0,001 %, 0,01 %, 0,1 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %,
9 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 % 0 99 % o mas del 99 % del ADN total en una célula puede tagmentarse por los transposomas. El uso de perlas
marcadas de forma uUnica hace posible identificar lecturas de la misma célula agrupando entre si lecturas que
comparten los mismos indices. Estas lecturas pueden considerarse procedentes de la misma perla (y por lo tanto de
la misma célula). Adicionalmente o como alternativa, puede realizarse una etapa de reticulacion para reticular ADN
celular mientras que aun esta dentro del nucleo de la célula. Dicha etapa asegura que el ADN de una Unica célula se
mantenga unido. Después de extraer el ADN de células, se puede a continuacion mezclar con las perlas indexadas y
someterse a tagmentacion como se ha descrito en detalle anteriormente en el presente documento. Adicionalmente
o como alternativa, las variaciones del método incluyen la tagmentacion de cromosomas clasificados por flujo. Los
cromosomas clasificados por flujo pueden mezclarse con las perlas indexadas descritas anteriormente. Un
cromosoma particular se adheriria a una perla y los fragmentos generados mediante tagmentacién contendrian el
mismo indice. Esto podria permitir la organizacién de SNP a partir de cromosomas completos (haplotipado).

El nimero total de indices puede ser mayor que el numero total de células que se tagmentan con éxito. Puede
implementarse un enfoque de indice doble, por ejemplo, como un modo de aumentar el nimero de posibles
combinaciones de indices. Como un ejemplo, el uso de dos indices de base 8 proporcionaria un nimero teérico de
combinaciones de 48 X 4% = 4,3X1 0°.

Puede usarse un enfoque para asegurar que una célula individual no sea tagmentada por multiples perlas. Por
ejemplo, un enfoque es utilizar perlas de un tamario que es similar al de la célula. Esto aseguraria que una célula no
seria capaz de acomodar multiples perlas. Adicionalmente o como alternativa, otro enfoque es hacer uso de una
relacion de célula con respecto a perla que favorece la direccion a célula individual. Por ejemplo, si hay muchas mas
células que perlas, entonces la distribucion de Poisson de perlas dentro de las células significa que las células que
han captado una unica perla superan en gran medida a las células que han captado dos o mas perlas.

El enfoque de una Unica célula descrita anteriormente puede usarse para determinar si dos SNP (o reordenaciones
estructurales) estan presentes en la misma célula. Por ejemplo, en el caso de poblaciones heterogéneas de células
cancerosas, el conocimiento de si estan presentes dos SNP en la misma célula o en diferentes células podria ayudar
a implementar la terapia de cancer apropiada.

El enfoque de una Unica célula descrito anteriormente puede usarse para estudiar ARN. Por ejemplo, recubriendo
las perlas con enzimas adecuadas (es decir, transcriptasa inversa) y oligonucledtidos para una etapa de
transcripcion inversa, puede analizarse la expresion génica al nivel de una Unica célula. Después de introducir las
perlas recubiertas con transcriptasa inversa, oligonucleédtidos y transposomas, el ARN citoplasmatico puede
convertirse en ADNc, marcarse y prepararse dentro de las células.

Métodos para ensamblar largas lecturas usando cédigos de barras en transposomas _inmovilizados (para
referencia)

El ensamblaje asistido por cédigo de barras de fragmentos de ADN permite el aislamiento de moléculas de ADN
largas individuales dentro de una poblacion de moléculas de ADN y la conversiéon de cada molécula en una
biblioteca de subfragmentos con cédigos de barras Unicos. Cuando la poblaciéon completa de moléculas de ADN
subfragmentadas se secuencia, los subfragmentos pueden ensamblarse de vuelta a su molécula larga original por
referencia a los codigos de barras que contienen.

Se conocen diversos métodos para aplicar codigos de barras a moléculas de ADN individuales. Por ejemplo, el
“método de dilucién”, aisla moléculas largas individuales mediante dilucion extrema y separacion en alicuotas en
compartimentos separados (por ejemplo, pocillos de una placa), de modo que cada pocillo contenga solamente una
o solamente algunas moléculas de ADN. Debido a que cada pocillo esta separado fisicamente, puede realizarse una
preparacion de biblioteca en cada pocillo con un cédigo de barras unico. A continuacion los contenidos de los
pocillos se agrupan y secuencian. Otro método emplea una emulsidon en la que cada gota contiene moléculas de
ADN largas, reactivos de preparacion de bibliotecas y un cédigo de barras Unico para cada gota. Otro enfoque usa
una biblioteca grande de complejos de transposomas en bucle indexados para insertar multiples codigos de barras
gemelos a largo de la longitud del ADN conservando al mismo tiempo la integridad de la molécula. Posteriormente la
escision entre los “gemelos” de cédigos de barras produce fragmentos que pueden secuenciarse y reensamblarse
emparejando los cédigos de barras gemelos. Cada uno de los métodos de aplicacién de cddigo de barras
mencionados anteriormente conlleva desventajas que son superadas por los métodos de aplicacion de cédigos de
barras presentados en el presente documento.

Se presentan en el presente documento métodos alternativos a los modos anteriormente descritos de aislamiento y
aplicacién de codigos de barras de moléculas largas individuales. Los métodos presentados en el presente
documento consiguen ventajas de aislamiento fisico similares al método de emulsién sin usar emulsiones, y al
mismo tiempo proporcionan una complejidad que es mucho mayor que la proporcionada por el gran niumero de
“pocillos” usados en el método de dilucion. Los codigos de barras tnicos de los presentes métodos son de alguna
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manera analogos a los “pocillos” del método de dilucién excepto que el nimero de perlas en el método basado en
perlas puede con frecuencia ser mucho mayor que el nimero de pocillos en el método de dilucion. Una ventaja
adicional con respecto a los métodos de emulsion es que en el método basado en perlas, los cédigos de barras se
distribuyen de forma determinista (es decir, un cédigo de barras por perla) y no aleatoria (es decir, distribuido por
Poisson). Los métodos presentados en el presente documento también consiguen la misma conservacion inicial de
la integridad y contigtiidad de la molécula pero sin la necesidad de complejos de transposomas en bucle como se
usan en algunos otros métodos. Adicionalmente, los métodos presentados en el presente documento no requieren
un espacio de codigo tan grande como el usado en algunos otros métodos.

En consecuencia, el método de la aplicacion de cédigos de barra puede comprender proporcionar una poblacion de
microparticulas que tienen complejos de transposomas inmovilizados en las mismas, comprendiendo los complejos
de transposomas una transposasa unida a un primer polinucledtido y segundo polinucleétido. EI primer
polinucleétido puede comprender un dominio indice asociado con la microparticula. El dominio indice puede ser
Unico de la microparticula. La poblaciéon de microparticulas puede comprender al menos una pluralidad de dominios
indice. El dominio indice puede estar presente en mas de una microparticula en la poblaciéon de microparticulas. Una
microparticula en la poblacién de microparticulas puede comprender mas de un dominio indice.

Los métodos de aplicacion de codigos de barras presentados en el presente documento comprenden ademas
aplicar un ADN diana a la poblacién de microparticulas, generando de este modo fragmentos de ADN inmovilizados
que es se marcan con el dominio indice. EI ADN puede ponerse en contacto eficazmente con transposomas unidos
a superficie usando cualquier método adecuado para aumentar la probabilidad de contacto como se ha analizado
anteriormente en el presente documento, como se ejemplifica en el documento WO 2010/115122.

Los métodos pueden realizarse usando una cualquiera de una diversidad de formatos conocidos, por ejemplo, con
una combinacioén de reactivos de tagmentacion y una matriz de perlas para la preparacion de bibliotecas, seguido de
un ciclo de secuenciacion indexado y analisis de datos a medida. Puede usarse cualquier otro método adecuado que
mantenga perlas en separacion estatica entre si para tagmentacion de superficie e indexacion de muestras. Por
ejemplo, las configuraciones fisicas tales como pocillos o pequefias depresiones en el sustrato que pueden
conservar las perlas, de modo que una microesfera pueda reposar en el pocillo, o el uso de otras fuerzas
(magnéticas o compresivas), o sitios quimicamente alterados o activos, tales como sitios quimicamente
funcionalizados, sitios electrostaticamente alterados, sitios hidrofébicamente y/o hidrofilicamente funcionalizados o
puntos de adhesivo.

Las microesferas pueden estar asociadas de forma no covalente en los pocillos, aunque los pocillos pueden
adicionalmente funcionalizarse quimicamente como se describe en general posteriormente, pueden usarse agentes
reticulantes o puede usarse una barrera fisica, por ejemplo, una pelicula o membrana sobre las perlas.

La superficie de sustrato puede modificarse para contener sitios quimicamente modificados que pueden usarse para
unir, de forma covalente o no covalente, las microesferas de la invencion con los sitios o localizaciones individuales
en el sustrato. Los “sitios quimicamente modificados” en este contexto incluyen, pero sin limitacion, la adicién de un
patron de grupos funcionales quimicos incluyendo grupos amino, grupos carboxilo, grupos oxo y grupos tiol, que
pueden usarse para unir de forma covalente microesferas, que en general también contienen grupos funcionales
reactivos correspondientes; la adicion de un patréon de adhesivo que puede usarse para unir las microesferas (bien
mediante funcionalizaciéon quimica previa para la adicién del adhesivo o adicion directa del adhesivo); la adicion de
un patron de grupos con carga (similares a las funcionalidades quimicas) para la union electrostatica de las
microesferas, por ejemplo, cuando las microesferas comprenden grupos con carga enfrente de los sitios; la adicion
de un patrén de grupos funcionales quimicos que hacen los sitios diferencialmente hidréfobos o hidréfilos, de modo
que la adicién de microesferas hidrofobas o hidréfilas similares en condiciones experimentales adecuadas dé como
resultado la asociacion de las microesferas con los sitios basandose en la hidroafinidad. Por ejemplo, el uso de sitios
hidréfobos con perlas hidréfobas, en un sistema acuoso, conduce la asociacién de las perlas preferentemente a los
sitios. Como se ha destacado anteriormente, “patron” en ese sentido incluye el uso de un tratamiento uniforme de la
superficie para permitir la union de las perlas en sitios individuales, asi como el tratamiento de la superficie que da
como resultado sitios individuales. Como apreciaran los expertos en la materia, esto puede conseguirse de diversas
maneras.

Puede generarse una multitud de perlas que comprenden transposomas unidos a superficie, en donde cada perla
contiene muchos transposomas pero todos los transposomas en cualquier perla dada contienen el mismo cédigo de
barras. La generacién de una poblacién de oligonucleétidos de transposomas con cédigo de barras monoclonales en
perlas puede realizarse segun una cualquiera de varias técnicas conocidas en este campo, como se ejemplifica en la
divulgacion del documento U.S. 5.604.097.

La Figura 13 ilustra una realizacion, donde un transposoma unido a superficie contiene oligonucleétidos largos
unidos a la superficie a través de su extremo 5. Como se expone en la Figura 13, el extremo 3’ del oligonucleétido
comprende las secuencias de Extremo de Mosaico (METS) de la enzima transposasa Tn5. Cadena arriba de esta
secuencia (mas cerca del extremo 5’) hay una secuencia de cédigo de barras de tipicamente 6-8 bases de longitud.
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Mas cadena arriba hay una secuencia cebadora. Adicionalmente, el oligonucledtido puede comprender ademas un
sitio de escisién para permitir que el oligonucledtido pueda escindirse de la superficie: su presencia en el
oligonucledtido es opcional para el método general. Un segundo oligonucledtido corto (la cadena no transferida,
MENTS) se hibrida con la secuencia de METS en el extremo 3’ del oligonucleétido con injerto de superficie largo.
Finalmente, un dimero de transposasa se ensambla en el extremo 3’ de los oligonucleétidos para formar un
transposoma funcional.

La Figura 14 ilustra aplicacién de cédigos de barras en perlas en una matriz de pocillos. Como se muestra en la
Figura 14, cuando se afiaden moléculas largas de ADNbc a una matriz de transposomas inmovilizados en perlas,
una molécula dada encuentra una perla y es tagmentada muchas veces por los transposomas en la perla. Cada
fragmento se inmoviliza en la perla y se marca con el cédigo de barras asociado con esa perla. En la realizacion
particular mostrada en la Figura 14, la separacion fisica de perlas en el chip de matrices evita que una molécula de
ADN alcance entre dos perlas. En otras realizaciones, las perlas estan en contacto estrecho y una o mas moléculas
de ADN pueden extenderse entre dos o mas perlas. En algunas realizaciones, puede tagmentarse mas de una
molécula de ADN por perla. La probabilidad de que dos alelos se tagmenten en la misma perla es baja y esta en
funcién de la concentracion del ADN afadido, el numero de perlas y el nimero de cédigos de barras. Por ejemplo,
para evitar que dos alelos aparezcan en el mismo pocillo, seria necesario cargar 0,1x equivalentes de haploma
(50.000 equivalentes de genomas) en 1 millén de perlas cada una con un cédigo de barras unico.

La Figura 15 ilustra la transferencia de moléculas marcadas con cédigo de barras a una reaccion de secuenciacion.
Como se muestra en la Figura 15, una vez que se ha completado la tagmentacion el ADN se transfiere de la
superficie de la perla a solucion de modo que puedan agruparse y prepararse para secuenciacion fragmentos
individuales. La secuenciacion y el ensamblaje por referencia a los codigos de barras permiten que la secuencia de
las moléculas de ADN tagmentadas largas originales se vuelvan a crear, permitiendo de este modo lecturas largas o
pseudolargas y organizacion de SNP.

La liberacion de los fragmentos tagmentados en superficie con codigo de barras a las soluciones puede conseguirse
usando cualquier metodologia adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las
moléculas tagmentadas pueden escindirse de la superficie de las perlas mediante un resto de escision presente en
el extremo 5’ de los oligonucleotidos unidos a superficie (véase Figura 13). El resto de escision puede ser cualquier
resto adecuado para escision de una cadena de acido nucleico de un soporte solido. Los ejemplos de métodos que
utilizan un resto de escision incluyen, pero sin limitacion, escisién por endonucleasa de restriccion, escision quimica,
escision por RNasa, escision fotoquimica y similares, incluyendo los métodos de escision y restos de escision
expuestos en el documento WO 2006/064199.

La escision usando un resto de escision produce una molécula que tiene el siguiente formato: 5’- Cebador - Cédigo
de Barras - ME - Inserto - ME - Codigo de Barras - Cebador - 3'.

Las regiones “cebadoras” pueden usarse como puntos de hibridacion para hibridar cebadores step-out de PCR que
permiten afiadir secuencias adicionales tales como cebadores de amplificacion y secuenciacion. Por ejemplo,
pueden afiadirse cebadores de amplificacion P5 y P7. Una vez afhadidos, puede usarse PCR de supresion, por
ejemplo, para enriquecer con respecto a moléculas que tengan adaptadores de P5 en un extremo y P7 en el otro.

Puede realizarse amplificacién directamente a partir de las perlas con cebadores step-out que afiaden secuencias
adaptadoras P5 y P7 mediante PCR de supresion. En otra realizacion, cada perla puede tener dos tipos de
oligonucledtidos injertados en superficie donde la primera secuencia (como en la Figura 13) es cebador de
secuenciacion P5-Lectura 1 o cebador de secuenciaciéon P7-Lectura 2. Esto dara como resultado transposomas de
P5-P7 mixtos. Estos pueden escindirse de las perlas y seguirse de PCR de supresion para enriquecer las moléculas
P5/P7 o amplificarse directamente a partir de las perlas, como se ha descrito anteriormente.

Puede estar presente un Unico tipo de transposoma (por ejemplo P5-Lectura 1-codigo de barras) en la superficie de
la perla. Una vez que se ha completado la tagmentacién de superficie, puede afiadirse un segundo transposoma que
porta un cebador de amplificacion y/o secuenciacion diferente en soluciéon para escindir las moléculas enlazadas.
Esto produce todas las moléculas con el mismo formato de adaptador que puede escindirse o amplificarse a partir
de la superficie de la perla. Podria afiadirse un cédigo de barras especifico de muestra adicional al transposoma de
solucion de modo que pueden agruparse multiples muestras por el método. La Figura 16 es una ilustracion de esta
realizacion. Como se muestra en la Figura 16, se afiaden transposomas de fase de solucién que portan una
secuencia de cebador de amplificacién P7 a una perla con productos de tagmentacién enlazados inmovilizados. Los
fragmentos inmovilizados se marcan con una secuencia polinucleotidica que comprende una secuencia de cebador
de amplificacion P5 y un marcador de indice de codigo de barras (i9) que es Unico de la perla. Como se muestra en
la Figura 16, después de la segunda reaccion de tagmentacion, cada fragmento tiene un extremo libre que porta una
secuencia de cebador P7 y un extremo inmovilizado que porta una secuencia de cebador P5.

Ejemplo 1
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Tagmentacién de superficie en una celda de flujo

Este ejemplo describe un experimento que confirma la realizacion ilustrada en las Figuras 4a y 4b (tagmentacion de
superficie seguida de tagmentacion en solucion).

Un experimento en una celda de flujo del carril 8 se llevd a cabo usando una lista de condiciones y controles
mostrada en las Figuras 6a y 6b. El carril 6 indica la exposicion de extremo a extremo completa del método: se
afadi6 ADN gendémico de E. coli no fragmentado a una celda de flujo donde se tagmenté mediante los
transposomas unidos a superficie. A continuacién se aplico calor a la celda de flujo para deshibridar selectivamente
las secuencias de ME desnudas anulandolas de este modo como dianas para una segunda reaccion de
tagmentacion cuando se afiada a continuacion transposoma de solucion. Después de la segunda reaccion de
tagmentacion, se generaron grupos y se realizé secuenciacion de "extremos emparejados” (2x36 lecturas de bases).
Se proporciona la métrica de secuenciacion en la diapositiva 7 que muestra que en el carril 6, 73,14 % de los grupos
pasaron los filtros y 74,69 de estos se alinearon. Esto proporciona suficientes datos para producir una
representacion de tamafio de hueco de los insertos y una estimacion de la diversidad de la biblioteca (véase Figura
8).

Otros carriles incluyeron controles que se enumeran a continuacion:

El carril 1 comprende ADN de PhiX como un control positivo para asegurar que todo ha estado bombeando
correctamente y la generacion y secuenciacion de grupos funciona como se esperaba.

El carril 2 es otro carril de control e ilustra la tagmentacion en transposones unidos a superficie en ausencia de
ADN diana. La celda de flujo (CF) comprende un extremo emparejado convencional de CF en el que se hibridd
un oligonucledétido que contenia la secuencia de cebador de tagmentacion y secuencia de ME' (cadena de ME'
no transferida) con el oligonucleétido de superficie P7. Este oligonucleétido se afiadié a una concentracion de
saturaciéon. La primera extension dio como resultado un transposén bicatenario con extremos de ME. Se
ensambloé un transposoma P5 en solucion y se hizo fluir a la CF (6,25 nM/carril). El transposoma P5 tagmenta los
transposones unidos a superficie bicatenarios. Los productos de tagmentacion se convierten posteriormente en
grupos.

El carril 3 ilustra tagmentacién en transposones unidos a superficie en ausencia de ADN diana, solo que en este
caso la CF se ha calentado hasta 75°C para convertir los transposones unidos a superficie bc en
oligonucledtidos monocatenarios antes de la adicion del transposoma P5 de la solucion para prevenir la
tagmentacion en estas construcciones, ya que esto interferia con la tagmentacion del ADN diana.

El carril 4 ilustra la adicion de un transposoma unido a superficie a las condiciones del carril 3. En este carril un
oligonucledtido que contenia la secuencia de cebador de tagmentacion y secuencia ME' se hibridé con el
oligonucledtido de superficie P7. La primera extension da como resultado un transposon bicatenario con
extremos ME. Después de esto, se ensambld un transposoma P7 en la superficie de la CF afadiendo enzima
Tn5 al carril a concentracion de 50X e incubando a 30 °C durante 30 minutos. La CF se calenté después a 75 °C
antes de afiadir Transposoma P5 de la solucién.

El carril 5 comprende las mismas condiciones que el carril 4, solo que en este caso en lugar de afadir
Transposoma P5 de solucion, se afiadié una biblioteca de 900 pb de E. coli (con extremos P5/P7) para
determinar si el transposoma unido a superficie P7 permanece activo después de la etapa de calentamiento.

El carril 6 ilustra un ejemplo de la invencién puesta en practica. En este caso la CF comprende una CF de
extremos emparejados convencional en la que se hibridé un oligonucleétido que contenia la secuencia de
cebador de tagmentacién y secuencia de ME' con el oligonucleétido de superficie P7. La primera extension da
como resultado transposones bicatenarios con extremos ME. Los transposomas P7 se ensamblan en la
superficie de la CF afiadiendo enzima Tn5 al carril a concentracion de 50X e incubando a 30 °C durante 30
minutos. Se afiadié ADN diana (300 ng de ADN gendmico de E. coli no fragmentado) al carril de CF y se llevo a
cabo una etapa de incubacion de 15 minutos a 55 °C para que tenga lugar la tagmentacion. El transposoma
unido a superficie P7 se retird por lavado usando PBI (Qiagen) y la CF se calenté después a 75 °C antes de
afadir transposoma P5 de solucién. Después de la adicién del transposoma P5 de solucion y una etapa de
incubacién de 15 minutos a 55 °C, se llevé a cabo una reaccién de extension por desplazamiento de cadena para
rellenar los huecos de 9 pb generados en la cadena principal de ADN mediante la reaccion de transposicion. La
reaccion de extension de desplazamiento de cadena comprende la adiciéon de una mezcla de Bst y ANTP e
incubacién a 65 °C durante 5 minutos. El transposoma P5 se retird por lavado en la etapa final. En este punto
todas las moléculas unidas a superficie deberian ser moldes de P5-P7 y pueden convertirse por lo tanto en
grupos.

El carril 7 comprende las mismas condiciones que el carril 6, solo que en este caso la etapa de calentamiento se
ha excluido para destacar el efecto del calor en el nimero de grupos y el % de alineamiento.

El carril 8 comprende un control negativo donde el transposoma P7 se ha ensamblado en la superficie a
concentracién 50X en presencia de una concentracion de saturacion de transposones unidos a superficie bc, sin
embargo, no se ha afadido ningin ADN diana. Esto permite una evaluacion de si el transposoma P7 unido a la
superficie tagmenta en sus transposones unidos a superficie bc adyacentes.

Ejemplo 2
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Preparacién de muestras unidas a superficie de un raspado de E. coli

Se rasp6 una muestra de E. coli (raspado de 5 mm por 2 mm de un césped en una placa de agar) y se resuspendio
en un tubo que contenia agua y perlas de vidrio. Las células y perlas suspendidas se mezclaron usando un
mezclador vorticial para romper las células y después se centrifugaron para sedimentar residuos celulares. El
sobrenadante (que contenia el lisado celular, incluyendo proteinas y acidos nucleicos) se retird y se afiadié a una
celda de flujo Genome Analyzar (lllumina, Inc., San Diego, CA) que tenia transposomas inmovilizados segun el
protocolo descrito en el Ejemplo 1.

Se realizd generacion de grupos en la celda de flujo usando un dispositivo de preparacion de muestras Cluster
Station (lllumina, Inc., San Diego, CA). Después de la generacién de grupos, se realizé un ciclo de secuenciacion de
extremos emparejados con lecturas de 36 bases en cada direccion.

Para la Lectura 1, el 58,99 % de los grupos paso los filtros y 92,16 de estos se alined. Para Lectura 2, el 58,99 % de
los grupos paso los filtros y el 55,08 de estos se alined. Estos datos confirman que pueden afadirse lisados
celulares no purificados directamente a una celda de flujo que tiene transposomas inmovilizados con resultados de
secuenciacion sorprendentemente robustos.

Ejemplo 3

Este ejemplo describe métodos para evitar la tagmentacion de dobles cadenas de oligonucleétidos unidas a la
superficie cuando se afiaden transposomas en fase de solucion a una celda de flujo.

Un método para ensamblar transposomas en la superficie de una celda de flujo es tomar una celda de flujo de
extremos emparejados convencional, hibridar un oligonucleétido de "refuerzo" frente a los oligonucleétidos injertados
en superficie P5 y/o P7 formando un saliente extensible que puede extenderse con una polimerasa para realizar un
duplex que contiene una secuencia de ME bicatenaria. En este estadio puede afiadirse enzima transposasa para
formar un transposoma unido a superficie funcional (Figura 5d). Si solamente una parte de los duplex forman un
transposoma, los duplex de ME "desnudos" restantes pueden posteriormente convertirse en dianas para
tagmentacion mediante transposomas unidos a superficie cercanos o transposomas afadidos de la solucion.
Ademas, transposomas de superficie completamente ensamblados contienen partes de ADNbc cadena arriba de las
secuencias de ME que también pueden convertirse en dianas para la tagmentacion por transposomas unidos a
superficie cercanos o transposomas afiadidos de solucion. Esta tagmentacion no deseada se manifiesta en una
reduccion del porcentaje de grupos que pasan filtros de pureza que se alinean con el genoma diana.

Puede verse un ejemplo de este efecto comparando los carriles 4 y 5 frente a los carriles 6 y 7 en la Figura 18b. En
los carriles 6 y 7 se ensamblaron transposomas como se ha descrito anteriormente con los oligonucleétidos de
refuerzo largos que, después de extension y ensamblaje de transposomas, produjeron duplex unidos a superficie
que tienen al menos 50 bases bicatenarias. Tras su uso en una reaccion de tagmentacion de superficie (Figura 18a)
y posterior secuenciacion, solamente 22,59 y 15,52 % de los grupos se alinearon con la E. coli diana
respectivamente (Figura 18b).

Para evitar la produccion de una poblacién de grupos que contuvieran secuencias que no se alinearan con el ADN
gendémico diana, se realizé ensamblaje de transposoma como se indica en la Figura 17. Un oligonucledtido de
"refuerzo” se hibridé en primer lugar frente a los oligonucleétidos injertados en superficie P5 y/o P7 formando un
saliente extensible que podria extenderse con una polimerasa para realizar un duplex que contuviera una secuencia
de ME bicatenaria. A continuacion, el oligonucledtido se retird deshibridando y lavando, y después se reemplazé
hibridando un oligonucleétido mas corto de tan poco como 12 bases de longitud pero preferentemente 16 bases de
longitud con el extremo 3' del oligonucledtido de ME unido a superficie. Se afiadio transposasa para ensamblar un
transposoma que no contenia ningin ADNbc expuesto. Se retird cualquier duplex "desnudo” que no contuviera una
transposasa unida incubando la celda de flujo a 60°C y lavando en condiciones de flujo para deshibridar
selectivamente y retirar el ADN bicatenario corto.

El efecto beneficioso de este enfoque para ensamblar transposomas puede verse en los carriles 4 y 5 donde los
transposomas unidos a superficie se ensamblaron por este método y se usaron en una reaccion de tagmentacion de
superficie (Figura 18a). El porcentaje de grupos que se alinearon con E. coli aumenta de 22,59 y 15,52 % para el
carril 6 y 7 respectivamente, a 96,47 y 96,41 para los carriles 4 y 5 respectivamente (Figura 18b).

Se pretende en el presente documento que la expresion que comprende sea abierta, incluyendo no solamente los
elementos enumerados, sino abarcando también cualquier elemento adicional.

21



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 699 262 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método para preparar una biblioteca inmovilizada de fragmentos de ADN marcados que comprende:

(a) proporcionar un soporte solido que tiene una pluralidad de complejos de transposoma inmovilizados en el
mismo, en donde cada complejo de transposoma comprende:

una transposasa unida de manera no covalente a un primer polinucleétido de un acido nucleico bicatenario
que comprende el primer y un segundo polinucleétido, en donde dicho primer polinucledtido esta inmovilizado
en dicho soporte solido, y en donde dicho primer polinucleétido comprende

(i) una parte 3' que comprende una secuencia terminal de transposoén y
(i) un primer marcador que comprende un primer dominio de marcador;

y en donde dicho segundo polinucleétido comprende una regién complementaria a dicha secuencia terminal
de transposon;

y en donde los complejos de transposoma son homodimeros, comprendiendo los homodimeros una primera
pluralidad de homodimeros que comprenden un primer marcador de una primera secuencia y una segunda
pluralidad de homodimeros que comprenden un primer marcador de una segunda secuencia;

(b) aplicar un ADN bicatenario diana al soporte sélido en condiciones en las que el ADN diana es fragmentado
por los complejos de transposomas y la secuencia terminal de transposén en 3' del primer polinucleétido se
transfiere a un extremo 5' de al menos una cadena de los fragmentos; produciendo de este modo una biblioteca
inmovilizada de fragmentos bicatenarios en donde al menos una cadena estda marcada en 5' con el primer
marcador de la primera secuencia y al menos una cadena esta marcada en 5' con el primer marcador de la
segunda secuencia.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde se transfiere una secuencia terminal de transposoén en 3' de un primer
polinucledtido a los extremos 5' de ambas cadenas del ADN bicatenario diana fragmentado.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, que comprende ademas lavar el soporte sélido para retirar cualquier acido
nucleico no unido.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde los complejos de transposomas estan presentes en
el soporte solido a una densidad de al menos 103, 104, 105, 108 complejos por mmz, 0 en donde dicho complejo de
transposoma comprende una transposasa Tn5 hiperactiva.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde las longitudes de los fragmentos bicatenarios en
dicha biblioteca inmovilizada se ajustan aumentando o reduciendo la densidad de complejos de transposomas
presentes en dicho soporte sélido.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de los marcadores presentes en dicho soporte sélido comprenden
el mismo dominio de marcador.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende ademas:

(c) proporcionar complejos de transposomas en solucién y poner en contacto dichos complejos de transposomas en
solucion con los fragmentos inmovilizados en condiciones en las que el ADN diana es fragmentado adicionalmente
por los complejos de transposomas en solucion; obteniendo de este modo fragmentos de acido nucleico
inmovilizados que tienen un extremo en solucion.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde los complejos de transposomas en solucién comprenden un segundo
marcador, generando de este modo fragmentos de acidos nucleicos inmovilizados que tienen un segundo marcador
en solucion.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde los primer y segundo marcadores son diferentes.
10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de dichos complejos de transposomas en soluciéon comprenden

un segundo marcador que comprende un segundo dominio de marcador.

11. El método de la reivindicaciéon 8, que comprende ademas amplificar los fragmentos en dicha superficie soélida
proporcionando una polimerasa y un cebador de amplificacion correspondiente a una parte del primer polinucleétido.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho dominio marcador comprende una region para la amplificacion
22
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de grupos, o una region para cebar una reaccion de secuenciacion.

13. El método de la reivindicacién 1, en donde el soporte sélido comprende microparticulas, o una superficie en
patrén, o pocillos.

14. Un soporte sdélido que tiene una biblioteca de fragmentos de ADN marcados inmovilizados en el mismo
preparado segun el método de cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

15. Un soporte sdlido que tiene complejos de transposomas inmovilizados en el mismo, comprendiendo cada
complejo de transposoma una transposasa unida de forma no covalente a un primer polinucledtido de un acido
nucleico bicatenario que comprende el primer y segundo polinucleétido, en donde dicho primer polinucleétido se
inmoviliza en dicho soporte sélido, y en donde dicho primer polinucleétido comprende

(i) una parte 3' que comprende una secuencia terminal de transposon y
(i) un primer marcador que comprende un primer dominio marcador;

y en donde dicho segundo polinucleétido comprende una regidon complementaria a dicha secuencia terminal de
transposon;

y en donde los complejos de transposomas son homodimeros, comprendiendo los homodimeros una primera
pluralidad de homodimeros que comprenden un primer polinucleétido de una primera secuencia y una segunda
pluralidad de homodimeros que comprenden un primer polinucleétido de una segunda secuencia.
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