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DESCRIPCION
Reemplazo de nucleétidos por bibliotecas doblemente etiquetadas y direccionales
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a la biologia molecular, y mas especificamente a los métodos de uso de transposasas
para fragmentar y etiquetar acidos nucleicos, que pueden ser (tiles como bibliotecas de ADN para secuenciacion.

Antecedentes de la invencion

La preparacién de muestras para la secuenciacion de préxima generacion puede implicar la fragmentacién de ADN
gendémico o ADNc bicatenario (preparado a partir de ARN) en fragmentos mas pequefios, seguido de la adicion de
secuencias de etiquetas funcionales ("etiquetas") a las cadenas de los fragmentos. Cuando se etiqueta una secuencia
monocatenaria en ambos extremos, se puede usar el término "doblemente etiquetado”. Dichas etiquetas incluyen sitios
de cebado para ADN polimerasas para reacciones de secuenciacion, sitios de restriccion y dominios para promotores
de captura, amplificacion, deteccion, direccionamiento y transcripcion. Los métodos anteriores para generar bibliotecas
de fragmentos de ADN requerian fragmentar el ADN objetivo mecanicamente usando un sonicador, nebulizador o
mediante una nucleasa, y luego unir (por ejemplo, mediante ligacion) los oligonucle6tidos que contienen las etiquetas
a los extremos de los fragmentos.

Un nuevo método para usar transposones para lograr rapidamente estas etapas se divulgé en el documento US
2010/0120098 por Grunenwald para generar fragmentos de cualquier ADN bicatenario (por ejemplo, genémico,
amplicon, viral, fago, ADNc derivado de ARN, etc.). Los sistemas de transposon particularmente utiles incluyen el
sistema del transposén Tn5 hiperactivo descrito en los documentos US 5.965.443 y US 6.437.109 por Reznikoff, y el
sistema del transpos6n Mu en el documento US 6.593.113 por Tenkanen. Reznikoff, en particular, describié una
secuencia final de transposasa de 19 bases (SEQ ID NO: 3) que se denomina frecuentemente como "ME". En algunas
realizaciones del método de transposoén, la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se usa como una etapa
posterior para la amplificacién de ADN. Esto puede generar inquietudes debido al potencial de PCR de representar en
exceso o insuficientemente las cantidades relativas de una secuencia dada, dependiendo de su composicién de G +
C, especialmente en regiones de contenido extremo de G + C donde el sesgo de PCR puede confundir la anotacion y
el andlisis de los datos.

Sumario de la invencién

La presente invencién describe un método para agregar una o mas etiquetas al producto bicatenario de una reaccién
de etiquetado. EI método implica proporcionar un &cido nucleico objetivo bicatenario y un transposoma que tiene una
transposasa con dos secuencias finales de transposén: una "cadena transferida" y una "cadena no transferida". El
transposoma rompe el acido nucleico objetivo en fragmentos mientras transfiere covalentemente la cadena transferida
a una primera cadena del fragmento; la cadena no transferida del transposoma permanece hibridada con la cadena
transferida. En una realizacion, la cadena no transferida tiene las férmulas generales

BTGTYTCBTNai-9 SEQ ID NO: 20
NTGTMTCNTNo-10 SEQID NO: 21

en las se usa la nomenclatura IUPAC para las posiciones de nucleétidos degenerados, y Nxy indica una secuencia
que tiene un rango de x a y nucledtidos, inclusive. Entre los fragmentos, la cadena no transferida se elimina de la
cadena transferida y se reemplaza por un oligo que comprende una secuencia de etiqueta. El oligo de reemplazo se
une luego a la segunda cadena del fragmento mediante ligacién y opcionalmente mediante una etapa de extension.
El resultado del método es un fragmento del acido nucleico objetivo que se ha etiquetado con una o mas secuencias
de etiquetas, que puede ser Util para analisis posteriores, como la secuenciacion.

La divulgacién también proporciona un método para generar bibliotecas direccionales proporcionando el acido nucleico
objetivo en el que una cadena se modifica quimicamente. El enriquecimiento selectivo de una cadena en el producto
de la reaccion de etiquetado da como resultado un fragmento que ha sido etiquetado de una manera especifica de la
cadena, es decir, una etiqueta en el extremo 5'y una etiqueta en el extremo 3'.

Las secuencias finales novedosas de transposasa también se proporcionan en el presente documento, que tienen las
secuencias generales

MRWTGTGHWKAVGARACAV  SEQIDNO: 1y
NSHBGHSHDDRNGAKACAN SEQ ID NO: 2

Estas secuencias finales se pueden usar en los métodos de la invencion, y con transposasas para reacciones de
etiquetado relacionadas en general.
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Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 proporciona una ilustracion esquematica de una reaccién de etiquetado. Los cuadrados con esquinas
grabadas representan transposasas, por ejemplo transposasas Tn5 o Mu. El MEDS se refiere a un ME de doble
cadena ("extremo de mosaico"), ejemplificado por una secuencia final de transposasa de Tn5, tal como la SEQ ID NO:
3 hibridada con la SEQ ID NO: 19. Unidas a los MEDS estéan las etiquetas arbitrarias, que se muestran en el presente
documento como barras claras u oscuras. Juntos, los cuadrados, MEDS y etiquetas representan un transposoma, que
puede usarse para fragmentar un acido nucleico objetivo. Un producto de fragmentacion bicatenario se muestra como
barras oscuras paralelas, con ciertas secuencias adjuntas, como se discute a continuacion. La SEQL1 y la SEQ2 se
refieren a secuencias complementarias a las etiquetas arbitrarias, que pueden ser parte de cebadores utilizados para
PCR, por ejemplo. El triangulo invertido representa un punto de insercion opcional para secuencias de etiquetas
adicionales, como un cédigo de barras. A y B representan secuencias adicionales que pueden unirse mediante PCR.
Como se muestra, los transposomas se pueden usar para fragmentar un acido nucleico objetivo para generar
fragmentos bicatenarios que tengan secuencias en ambos extremos, lo que puede ser Util para la codificacion y
secuenciacion de barras.

La FIG. 2a proporciona una geometria mas detallada del producto de etiquetado de la segunda fila de la Fig. 1. Como
se muestra, la reaccion de etiqguetado da como resultado un ADN objetivo fragmentado en el que el extremo 5' de la
cadena superior esta unido covalentemente a una "cadena transferida" de 19 bases (SEQ ID NO: 3). El extremo 5' de
la cadena inferior esta unido de manera similar a otra copia de la cadena transferida, mostrada en orientacion 3' a 5'
(SEQ ID NO: 3). Sin embargo, el etiquetado deja un espacio de cadena sencilla de 9 bases entre el extremo 3' del
fragmento objetivo y el extremo 5' de la otra cadena (no transferido) del transposoma. Debido a que esta cadena no
se une covalentemente a los extremos 3' del fragmento de acido nucleico objetivo, se describe como un "extremo no
transferido" (SEQ ID NO: 19), aunque el extremo no transferido permanece asociado con el fragmento por hibridaciéon
con la cadena transferida. La Fig. 2b muestra el mismo producto de etiquetado que en la Fig. 2a, pero usando la forma
esquemaética utilizada en las otras figuras. Para facilitar la ilustraciéon, se han omitido las etiquetas de la Fig. 2a y la
Fig. 2b.

La Fig. 3 muestra varias versiones alternativas de las cadenas no transferidas. En la parte superior, se muestra como
referencia el extremo transferido ME de 19 bases (SEQ ID NO: 3) con una secuencia de etiqueta unida.
Inmediatamente a continuacién, el extremo no transferido complementario de 19 bases se muestra como la SEQ ID
NO: 19 en orientacién 3' a 5'. Sin embargo, como se describe en el presente documento, un extremo no transferido
también puede truncarse mediante supresiones en versiones con 18 bases (SEQ ID NO: 18), 17 bases (SEQ ID NO:
17), 16 bases (SEQ ID NO: 16), 15 bases (SEQ ID NO: 15), 14 bases (SEQ ID NO: 14), 13 bases (SEQ ID NO: 13),
12 bases (SEQ ID NO: 12), 11 bases (SEQ ID NO: 11), 10 bases (SEQ ID NO: 10), 9 bases (SEQ ID NO: 9) u 8 bases
(SEQ ID NO: 8).

La Fig. 4 ilustra una realizacion del método de la invencion, como se discute con mayor detalle a continuacion. Los
extremos del transposon de 19 pb (cadena transferida) (SEQ ID NO: 3) se muestran con la etiqueta arbitraria 1 unida.
Un ejemplo de cadena no transferida de 14 bases (SEQ ID NO: 14) se muestra hibridada a una porcién de la cadena
transferida. Como se muestra en la fila superior, se proporcionan oligonucleétidos de reemplazo (SEQ ID NO: 19)
(mostrados en el presente documento unidos a la etiqueta arbitraria 2). En las filas media e inferior, los extremos del
transposon de 19 bases de doble cadena (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 19) se muestran unidos al fragmento de acido
nucleico objetivo. El producto que se muestra en la fila inferior es un fragmento "doblemente etiquetado™ que tiene la
etiqueta arbitraria 1 en el extremo 5' y la etiqueta arbitraria 2 en el extremo 3'.

La Fig. 5 ilustra una realizacién particular para generar un producto de fragmento direccional en el que los circulos
pequefios en los que los ADNbc representan modificaciones quimicas de la cadena inferior. En este diagrama, la
cadena modificada (inferior) se considera la cadena no deseada. El resultado, como se muestra, es un producto que
conserva la cadena (superior) deseada, la etiqueta arbitraria 1 en el extremo 5'y la etiqueta arbitraria 2 en el extremo
3.

Descripcion detallada

La presente descripcién proporciona un método mejorado para preparar ADNbc marcado con doble etiqueta. El
método implica (a) proporcionar un acido nucleico objetivo bicatenario y un transposoma que tiene una transposasa
con dos secuencias finales de transposon: una "cadena transferida" y una "cadena no transferida”; (b) permitir que el
transposoma fragmente el acido nucleico objetivo, por lo que la cadena transferida se transfiere covalentemente a una
primera cadena del fragmento, y la cadena no transferida permanece hibridada con la cadena transferida; (c) eliminar
la cadena no transferida de la cadena transferida; (d) proporcionar un oligo de reemplazo que comprende una
secuencia de etiqueta, para hibridarse con la cadena transferida; y (e) ligar el oligo de reemplazo a la segunda cadena
del fragmento. Por lo tanto, el método genera un producto de etiquetado que tiene una cadena transferida y un oligo
de reemplazo.

El ADN objetivo utilizado en el método puede ser cualquier acido nucleico de interés. Los acidos nucleicos objetivo
pueden incluir ADN, &cido nucleico peptidico, acido nucleico morfolino, acido nucleico bloqueado, acido nucleico de
glicol, &cido nucleico de treosa, mezclas de los mismos e hibridos de los mismos. En una realizacion preferida, los
fragmentos de ADN gendémico o copias amplificadas de los mismos se usan como el acido nucleico objetivo. En otra
realizacion preferida, se usa ADN mitocondrial o de cloroplasto.
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Un acido nucleico objetivo puede comprender cualquier secuencia de nucleétidos. En algunas realizaciones, el acido
nucleico objetivo comprende secuencias de homopolimero. Un &cido nucleico objetivo también puede incluir
secuencias repetidas. Las secuencias repetidas pueden tener cualquiera de una variedad de longitudes que incluyen,
por ejemplo, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 250, 500, 1000 nucleétidos o mas. Las secuencias repetidas pueden
repetirse, ya sea de manera contigua o no contigua, en cualquiera de una variedad de veces, incluyendo, por ejemplo,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20 veces 0 mas.

Algunas realizaciones descritas en el presente documento puede utilizarse un solo acido nucleico objetivo. Otras
realizaciones pueden utilizar una pluralidad de acidos nucleicos objetivo. En tales realizaciones, una pluralidad de
acidos nucleicos objetivo puede incluir una pluralidad de los mismos acidos nucleicos objetivo, una pluralidad de acidos
nucleicos objetivo diferentes en la que algunos acidos nucleicos objetivo son iguales, o una pluralidad de acidos
nucleicos objetivo en la que todos los acidos nucleicos objetivo son diferentes. Las realizaciones que utilizan una
pluralidad de acidos nucleicos objetivo pueden llevarse a cabo en formatos multiplex para que los reactivos se
suministren simultaneamente a los acidos nucleicos objetivo, por ejemplo, en una o0 mas cadmaras o en una superficie
de una matriz. En algunas realizaciones, la pluralidad de &cidos nucleicos objetivo puede incluir sustancialmente todo
el genoma de un organismo particular. La pluralidad de acidos nucleicos objetivo puede incluir al menos una porcién
del genoma de un organismo particular que incluye, por ejemplo, al menos aproximadamente 1%, 5%, 10%, 25%,
50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 99% del genoma. En realizaciones particulares, la porcién puede tener un limite
superior que es a lo sumo aproximadamente el 1%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% del
genoma

Los &cidos nucleicos objetivo se pueden obtener de cualquier fuente. Por ejemplo, los &cidos nucleicos objetivo pueden
prepararse a partir de moléculas de acido nucleico obtenidas de un solo organismo o de poblaciones de moléculas de
acido nucleico obtenidas de fuentes naturales que incluyen uno o mas organismos. Las fuentes de moléculas de acido
nucleico incluyen, entre otras, organulos, células, tejidos, érganos u organismos. Las células que pueden usarse como
fuentes de moléculas de &cido nucleico objetivo pueden ser procariotas (células bacterianas, por ejemplo, de los
géneros Escherichia, Bacillus, Serratia, Salmonella, Staphylococcus, Streptococcus, Clostridium, Chlamydia,
Neisseria, Treponema, Mycoplasma, Borrelia, Legionella, Pseudomonas Mycobacterium, Helicobacter, Erwinia,
Agrobacterium, Rhizobium y Streptomyces); arqueas, tales como crenarchaeota, nanoarchaeota o euryarchaeotia; o
eucariotas tales como hongos (por ejemplo, levaduras), plantas, protozoos y otros parasitos, y animales (incluidos
insectos (por ejemplo, Drosophila spp.), nematodos (por ejemplo, Caenorhabditis elegans) y mamiferos (por ejemplo,
ratas, ratén, mono, primate no humano y humano).

En algunas realizaciones, el &cido nucleico objetivo puede proporcionarse cuando una cadena se modifica
guimicamente, tal como con un sitio de fragmentacion. Se puede usar un sitio de fragmentacién para escindir la
asociacion fisica, pero no la informativa entre una primera secuencia de cédigo de barras y una segunda secuencia
de cddigo de barras. La escisién puede ser por medios bioquimicos, quimicos u otros. En algunas realizaciones, un
sitio de fragmentacion puede incluir un nucleétido o una secuencia de nucleétidos que puede fragmentarse por
diversos medios. Por ejemplo, un sitio de fragmentacion puede ser un sustrato para una enzima, tal como una
nucleasa, que escindira la asociacion fisica entre una primera secuencia de codigo de barras y una segunda secuencia
de codigo de barras. Por ejemplo, el sitio de fragmentacién comprende un sitio de endonucleasa de restriccion y puede
escindirse con una endonucleasa de restriccion apropiada. En otro ejemplo, un sitio de fragmentacion puede
comprender al menos un ribonucleétido en un acido nucleico que de otro modo puede comprender
desoxirribonucleétidos y puede escindirse con una ARNasa. Los agentes de escision quimica capaces de escindir
selectivamente el enlace fosfodiéster entre un desoxirribonucleétido y un ribonucleétido incluyen iones metélicos, por
ejemplo, iones de metales de tierras raras (por ejemplo, La3*, particularmente Tm3*, Yb3* o Lu3* (Chen et al.
Biotechniques. 2002, 32: 518-520; Komiyama et al. Chem. Commun. 1999, 1443-1451)), Fe(3) o Cu(3), 0 exposicion
a pH elevado, por ejemplo, tratamiento con una base tal como hidréxido de sodio. Como se usa en el presente
documento, la escision selectiva del enlace fosfodiéster entre un desoxirribonucleétido y un ribonucleétido puede
referirse al agente de escision quimica que no es capaz de escindir el enlace fosfodiéster entre dos
desoxirribonucledétidos en las mismas condiciones.

En otro ejemplo, el sitio de fragmentacion puede comprender una o mas secuencias de reconocimiento para una
nickasa, es decir, una endonucleasa de corte que rompe una cadena de un acido nucleico bicatenario. Por lo tanto, el
sitio de fragmentacion puede comprender una primera secuencia de reconocimiento de nickasa, una segunda
secuencia de reconocimiento de nickasa. El sitio de corte para cada secuencia de reconocimiento puede ser el mismo
sitio o un sitio diferente.

En otro ejemplo, un sitio de fragmentacion puede incluir uno o mas analogos de nucleétidos que comprenden un sitio
abésico y permite la escision en el sitio de fragmentacién en presencia de ciertos agentes quimicos, tales como
poliamina, N,N'-dimetiletilendiamina (DMED) (Publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2010/0022403). En
una realizacion, la modificacién quimica puede ser una conversion de citosinas a uracilos. En algunas realizaciones,
se puede crear un sitio abasico dentro de un sitio de fragmentacion proporcionando primero un sitio de fragmentacion
que comprende una desoxiuridina (U) de un acido nucleico bicatenario. La enzima uracilo ADN glicosilasa (UDG) se
puede usar para eliminar la base de uracilo, generando un sitio abasico en una cadena. La cadena polinucleotidica
que incluye el sitio abasico se puede escindir luego en el sitio abasico mediante tratamiento con endonucleasa (por
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ejemplo, endonucleasa Endo IV, AP liasa, FPG glicosilasa/AP liasa, Endo VIII glicosilasa/AP liasa), calor o alcali. Los
sitios abasicos también pueden generarse en analogos de nucleétidos distintos de la desoxiuridina y escindirse de
manera analoga mediante tratamiento con endonucleasa, calor o alcali. Por ejemplo, la 8-oxo-guanina se puede
convertir en un sitio abasico por exposicion a la FPG glicosilasa. La desoxiinosina puede convertirse en un sitio abasico
por exposicion a la AlkA glicosilasa. Los sitios abasicos generados de este modo se pueden escindir, tipicamente
mediante tratamiento con una endonucleasa adecuada (por ejemplo, Endo 1V, AP liasa). (publicacién de patente de
los Estados Unidos No. 2011/0014657).

En otro ejemplo, un sitio de fragmentacién puede incluir un enlace diol que permite la escisién por tratamiento con
peryodato (por ejemplo, peryodato de sodio). En otro ejemplo, un sitio de fragmentacion puede incluir un grupo
disulfuro que permite la escisién con un agente reductor quimico, por ejemplo, clorhidrato de tris(2-carboxietil)-fosfato
(TCEP).

En algunas realizaciones, un sitio de fragmentacién puede incluir una fraccion escindible que puede someterse a
escisién fotoquimica. La escisién fotoquimica abarca cualquier método que utilice energia luminosa para lograr la
escision de acidos nucleicos, por ejemplo, una o ambas cadenas de una molécula de &acido nucleico bicatenario. Un
sitio para la escision fotoquimica puede proporcionarse mediante una fraccion quimica no nucleotidica en un acido
nucleico, tal como fosforamidita [4-(4,4'-dimetoxitritiloxi)butiramidometil)-1-(2-nitrofenil)-etil]-2-cianoetil-(N,N-
diisopropil)-fosforamidita) (Glen Research, Sterling, Virginia, EE. UU., Cat No. 10-4913-XX).

En algunas realizaciones, un sitio de fragmentacién puede incluir un péptido, por ejemplo, una estructura conjugada
en la que una molécula peptidica estd unida a un acido nucleico. La molécula peptidica puede segmentarse
posteriormente mediante una enzima peptidasa de la especificidad apropiada, o cualquier otro medio adecuado de
escision quimica o fotoquimica no enzimatica. En algunas realizaciones, se formara un conjugado entre péptido y
acido nucleico uniendo covalentemente un péptido a un acido nucleico, por ejemplo, una cadena de un acido nucleico
bicatenario. Los conjugados entre un péptido y un acido nucleico pueden prepararse usando técnicas generalmente
conocidas en el arte. En una de tales técnicas, los componentes peptidicos y de acido nucleico de la secuencia de
aminoécidos y nucledtidos deseada se pueden sintetizar por separado, por ejemplo, mediante técnicas estandar de
sintesis quimica automatizadas, y luego conjugarse en soluciéon acuosa/organica. A modo de ejemplo, el sistema
OPeCMR disponible comercialmente a través de Glen Research se basa en la ligacion nativa de un péptido
funcionalizado con tioéster en el terminal N a un oligonucleétido 5'-cisteinilo.

El método de la invencion puede usar cualquier transposasa que pueda aceptar una secuencia final de transposasa y
fragmentar un &cido nucleico objetivo, uniendo un extremo transferido, pero no un extremo no transferido. Un
"transposoma” estd compuesto por al menos una enzima transposasa y un sitio de reconocimiento de transposasa.
En algunos de estos sistemas, denominados "transposomas", la transposasa puede formar un complejo funcional con
un sitio de reconocimiento de transposones que es capaz de catalizar una reaccién de transposicion. La transposasa
o integrasa puede unirse al sitio de reconocimiento de transposasa e insertar el sitio de reconocimiento de transposasa
en un &cido nucleico objetivo en un proceso que a veces se denomina "etiquetado”. En algunos de estos eventos de
insercién, una cadena del sitio de reconocimiento de transposasa puede transferirse al acido nucleico objetivo.

Algunas realizaciones pueden incluir el uso de una transposasa Tn5 hiperactiva y un sitio de reconocimiento de
transposasa de tipo Tn5 (Goryshin y Reznikoff, J. Biol. Chem., 273: 7367 (1998)), o transposasa MuA y un sitio
reconocimiento de transposasa Mu que comprende secuencias finales R1 y R2 (Mizuuchi, K., Cell, 35: 785, 1983;
Savilahti, H, et al., EMBO J., 14: 4893, 1995). Un ejemplo de sitio de reconocimiento de transposasa que forma un
complejo con una transposasa Tn5 hiperactiva (por ejemplo, transposasa EZ-Tn5MR, Epicenter Biotechnologies,
Madison, Wisconsin).

Mas ejemplos de sistemas de transposicion que pueden usarse con ciertas realizaciones proporcionadas en el
presente documento incluyen Tn552 de Staphylococcus aureus (Colegio et al., J. Bacteriol., 183: 2384-8, 2001; Kirby
Cy col., Mol. Microbiol. , 43: 173-86, 2002), Tyl (Devine & Boeke, Nucleic Acids Res., 22: 3765-72, 1994 y la publicacién
internacional WO 95/23875), Transposon Tn7 (Craig, NL, Science. 271: 1512, 1996; Craig, NL, Revisado en: Curr Top
Microbiol Immunol., 204: 27-48, 1996), Tn/O e IS 10 (Kleckner N, et al., Curr Top Microbiol Immunol., 204: 49-82,
1996), transposasa Mariner (Lampe DJ, et al., EMBO J., 15: 5470-9, 1996), Tcl (Plasterk RH, Curr. Topics Microbiol.
Immunol., 204: 125-43, 1996), Elemento P (Gloor, GB, Methods Mol. Biol., 260: 97-114, 2004), Tn3 (Ichikawa y
Ohtsubo, J Biol. Chem. 265: 18829-32, 1990), secuencias de insercion bacteriana (Ohtsubo y Sekine, Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 1996), retrovirus (Brown, et al., Proc Natl Acad Sci USA, 86: 2525-9, 1989), y
retrotransposon de levadura (Boeke y Corces, Annu Rev Microbiol. 43: 403-34, 1989). Mas ejemplos incluyen IS5,
Tn10, Tn903, 1S911 y versiones modificadas de enzimas de la familia de la transposasa (Zhang et al., (2009) PLoS
Genet. 5: €1000689. Epub 16 de octubre de 2009; Wilson C. et al., (2007) J. Microbiol Métodos 71: 332-5).

El sistema Tn5 usa transposasas Tn5 con la secuencia ME de 19 bases (SEQ ID NO: 3) como el extremo transferido.
Sin embargo, como se discutié en el Ejemplo 2, se pueden usar otros extremos transferidos y se pueden describir
mediante las formulas genéricas

MRWTGTGHWKAVGARACAV  SEQIDNO: 1y
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NSHBGHSHDDRNGAKACAN SEQ ID NO: 2.
Mas particularmente, los extremos transferidos pueden ser
CGTTGTGTGGACGAGACAC SEQ ID NO: 4 11G: C (C1)

CGTTGTGTGGACGAGACAG  SEQIDNO:5 11G: C (G1)
AGATGTGCATATGATACAG SEQIDNO: 6  Diffl (G1)
AG.TGT .... AAGAGACAT SEQIDNO:7  Shorty
TGACGCGGGTAAGAGACAA  SEQID NO: 22 Malt 1
GGATGCGATGAGGAGACAA  SEQID NO: 23 Malt 6
ACATGACCAAGAGAGACAG  SEQID NO: 24 Malt 8
AGCGGTGAATAAGAGACAA  SEQID NO: 25 Malt 10
AGCGGTGAATAAGAGACAG  SEQIDNO: 26 Malt11, 0
ACATGAGTATAAGAGACAA SEQ ID NO: 27  Malt 12.

Con base en las secuencias truncadas discutidas en el Ejemplo 1y las secuencias complementarias a la SEQ ID NO:
1y la SEQ ID NO: 2, la presente descripcion también proporciona cadenas no transferidas que tienen la formula
general:

BTGTYTCBTN1-10 SEQ ID NO: 20
NTGTMTCNTNo-10 SEQ ID NO: 21

en las que el No-10 indica cero a diez nucleétidos. Como ejemplos, la cadena no transferida se puede seleccionar del
grupo que consiste en la SEQ ID NO: 9, la SEQ ID NO: 10, la SEQ ID NO: 11, la SEQ ID NO: 12, la SEQ ID NO: 13,
la SEQ ID NO: 14, la SEQ ID NO: 15, la SEQ ID NO: 16, la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID NO: 18.

Las secuencias finales pueden comprender ademas una secuencia de etiqueta, que puede afiadirse covalentemente
a los fragmentos en el proceso del método de etiquetado. Como se usa en el presente documento, el término "etiqueta”
significa una secuencia de nucleétidos que esta unida a otro &cido nucleico para proporcionar al &cido nucleico alguna
funcién. Los ejemplos de etiquetas incluyen cédigos de barras, sitios de cebado, etiquetas de afinidad y fracciones
informadoras.

En general, un cédigo de barras puede incluir una o mas secuencias de nucledtidos que pueden usarse para identificar
uno o0 mas acidos nucleicos particulares. El cédigo de barras puede ser una secuencia artificial, o puede ser una
secuencia natural, tal como un co6digo g, que se describe en el presente documento. Un cédigo de barras puede
comprender al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o méas
nucleédtidos consecutivos. En algunas realizaciones, un codigo de barras comprende al menos aproximadamente 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 80, 90, 100 o mas nucledtidos consecutivos. En algunas realizaciones, al menos una porcion de
los cédigos de barras en una poblacion de acidos nucleicos que comprende cédigos de barras es diferente. En algunas
realizaciones, al menos aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% de los
cadigos de barras son diferentes. En méas de tales realizaciones, todos los cddigos de barras son diferentes. La
diversidad de diferentes codigos de barras en una poblacion de acidos nucleicos que comprende codigos de barras
se puede generar aleatoriamente o no aleatoriamente.

En algunas realizaciones, una secuencia de transposén comprende al menos un cédigo de barras. En algunas
realizaciones, una secuencia de transposdn comprende un codigo de barras que comprende una primera secuencia
de cddigo de barras y una segunda secuencia de cddigo de barras. En algunas de tales realizaciones, la primera
secuencia de codigo de barras puede identificarse o designarse para ser emparejada con la segunda secuencia de
cadigo de barras. Por ejemplo, se puede saber que una primera secuencia de cédigo de barras conocida se empareja
con una segunda secuencia de codigo de barras conocida usando una tabla de referencia que comprende una
pluralidad de una primera y una segunda secuencias de codigo de barras que se sabe que estan emparejadas entre
si.

En otro ejemplo, la primera secuencia de cddigo de barras puede comprender la misma secuencia que la segunda
secuencia de codigo de barras. En otro ejemplo, la primera secuencia de cédigo de barras puede comprender el
complemento inverso de la segunda secuencia de cddigo de barras. En algunas realizaciones, la primera secuencia
de codigo de barras y la segunda secuencia de codigo de barras son diferentes ("bicddigos"). Se entendera que en
algunas realizaciones, la gran cantidad de cddigos de barras disponibles permite que cada molécula de acido nucleico
de plantilla comprenda una identificacién Gnica. La identificacion Unica de cada molécula en una mezcla de acidos
nucleicos plantilla puede usarse en varias aplicaciones para identificar moléculas de acido nucleico individuales, en
muestras que tienen multiples cromosomas, genomas, células, tipos de células, estados de enfermedad celular y
especies, por ejemplo, en la secuenciacion de haplotipos, discriminacién de alelos parentales, secuenciacion
metagendmica y secuenciacién de muestras de un genoma.

En algunas realizaciones, la etiqueta Util es un sitio cebador que puede hibridarse con un cebador. La orientacion de
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los sitios de cebador en tales realizaciones puede ser tal que un cebador que hibrida con el primer sitio de cebador y
un cebador que hibrida con el segundo sitio de cebador estan en la misma orientacion, o en diferentes orientaciones.
En una realizacion, la secuencia del cebador puede ser complementaria a un cebador usado para la amplificacién. En
otra realizacion, la secuencia del cebador es complementaria a un cebador usado para la secuenciacion.

En algunas realizaciones, una etiqueta puede incluir un primer sitio cebador, un segundo sitio cebador que tiene un
sitio no amplificable dispuesto entre ellos. El sitio no amplificable es (til para bloquear la extensién de una cadena
polinucleotidica entre el primer y el segundo sitio cebador, en el que la cadena polinucleotidica se hibrida con uno de
los sitios cebadores. El sitio no amplificable también puede ser (til para prevenir concatameros. Los ejemplos de sitios
no amplificables incluyen un analogo de nucleétido, una fraccién quimica no nucleotidica, un aminoacido, un péptido
y un polipéptido. En algunas realizaciones, un sitio no amplificable comprende un analogo de nucleétido que no se
empareja las bases significativamente con A,C, Go T.

En algunas realizaciones, una etiqueta puede ser una etiqueta de afinidad. Las etiquetas de afinidad pueden ser Utiles
para la separacion masiva de acidos nucleicos objetivo hibridados con etiquetas de hibridacion. Como se usa en el
presente documento, el término "etiqueta de afinidad" y equivalentes gramaticales pueden referirse a un componente
de un complejo de multiples componentes, en el que los componentes del complejo de mdltiples componentes
interactdan especificamente o se unen entre si. Por ejemplo, una etiqueta de afinidad puede incluir biotina o His que
puede unirse a estreptavidina o niquel, respectivamente. Otros ejemplos de complejos de etiqueta de afinidad de
multiples componentes incluyen ligandos y sus receptores, por ejemplo, avidina-biotina, estreptavidina-biotina y
derivados de biotina, estreptavidina o avidina, que incluyen, pero no se limitan a, 2-iminobiotina, destiobiotina,
NeutrAvidin (Molecular Probes, Eugene, Oregon), CaptAvidin (Molecular Probes) y similares; proteinas/péptidos de
unién, que incluyen proteina de unién a maltosa-maltosa (MBP), proteina/péptido de unién a calcio-calcio (CBP);
antigeno-anticuerpo, incluyendo etiquetas de epitopo, y sus correspondientes anticuerpos anti-epitopo; haptenos, por
ejemplo, dinitrofenilo y digoxigenina, y sus anticuerpos correspondientes; aptameros y sus objetivos correspondientes;
etiquetas de poli-His (por ejemplo, penta-His y hexa-His) y sus compafieros de union, incluidos los correspondientes
materiales de cromatografia de afinidad de iones metdlicos inmovilizados (IMAC) y anticuerpos anti-poli-His;
fluoréforos y anticuerpos antifluoréforo; y similares. En algunas realizaciones, una etiqueta puede comprender una
fraccion informadora. Como se usa en este documento, el término "fraccién informadora" y equivalentes gramaticales
pueden referirse a cualquier etiqueta, marcador o grupo identificable. El experto en la materia apreciara que se pueden
usar muchas especies diferentes de fracciones informadoras con los métodos y composiciones descritos en el
presente documento, individualmente o en combinacion con una o mas fracciones informadoras diferentes. En ciertas
realizaciones, una fraccion informadora puede emitir una sefal. Ejemplos de sefiales fluorescentes, son una sefial
qguimioluminiscente, bioluminiscente, fosforescente, radiactiva, calorimétrica o electroquimioluminiscente. Los
ejemplos fracciones informadoras incluyen fluoréforos, radioisétopos, cromoégenos, enzimas, antigenos que incluyen
etiquetas de epitopos, nanocristales semiconductores tales como puntos cuanticos, metales pesados, colorantes,
grupos de fosforescencia, grupos quimioluminiscentes, fracciones de deteccidn electroquimica, proteinas de unién,
fésforos, quelatos de tierras raras, quelatos de metales de transicion, tintes de infrarrojo cercano, etiquetas de
electroquimioluminiscencia y fracciones informadoras compatibles con espectrémetro de masas, tales como etiquetas
de masa, etiquetas de carga e isotopos. Mas fracciones informadoras que pueden usarse con los métodos y
composiciones descritos en el presente documento incluyen marcadores espectrales tales como colorantes
fluorescentes (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina y similares), radiomarcadores (por
ejemplo, 3H, 1251, 35S, 14C, 32p, 33p, etc.), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rdbano picante, fosfatasa alcalina, etc.)
etiquetas calorimétricas espectrales tales como oro coloidal o vidrio coloreado o perlas plasticas (por ejemplo, de
poliestireno, polipropileno, latex, etc.); etiquetas magnéticas, eléctricas, térmicas; y etiquetas de masa. Las fracciones
informadoras también pueden incluir enzimas (peroxidasa de rdbano picante, etc.) y particulas magnéticas. Otras
fracciones informadoras incluyen croméforos, fosforos y fracciones fluorescentes, por ejemplo, rojo Texas,
digoxigenina, biotina, 1-aminonaftaleno y 2-aminonaftaleno, p,p'-diaminoestilbenos, pirenos, sales de fenantridina
cuaternarias, 9-aminoacridinas, p,p'-diamino benzofenona, iminas, antracenos, oxacarbocianina, merocianina, 3-
aminoequilenina, perileno, bis-benzoxazol, bis-p-oxazolilbenceno, 1,2-benzofenazina, retinol, sales de bis-3-
aminopiridinio, helebrigenina, tetraciclina, esterofenol, bencimidazolilfenilamina, 2--oxo-3-cromeno, indol, xanteno, 7-
hidroxicumarina, fenoxazina, calicilato, estrofantidina, porfirinas, triariimetanos y flavina. Los compuestos fluorescentes
individuales que tienen funciones para unirse a un elemento deseablemente detectado en un aparato o ensayo
proporcionado en el presente documento, o que pueden modificarse para incorporar tales funciones incluyen, por
ejemplo, cloruro de dansilo; fluoresceinas tales como 3,6-dihidroxi-9-fenilxantidrol; isotiocianato de rodamina; N-fenil-
1-amino-8-sulfonatonaftaleno; N-fenil-2-amino-6-sulfonatonaftaleno; acido 4-acetamido-4-isotiocianato-estilbeno-2,2'-
disulfénico; acido pireno-3-sulfénico; 2-toluidinonaftaleno-6-sulfonato; N-fenil-N-metil-2-aminonaftaleno-6-sulfonato;
bromuro de etidio; estebrina; auromina-0,2-(9'-antroil)palmitato; dansil fosfatidiletanolamina;  N,N'-
dioctadeciloxacarbocianina; N,N'-dihexiloxacarbocianina; merocianina, 4-(3'-pirenil)estearato; d-3-aminodesoxi-
equilenina; 12-(9'-antroil)estearato; 2-metilantraceno; 9-vinilantraceno; 2,2'(vinilen-p-fenilen) bisbenzoxazol; p-bis(2-
metil-5-fenil-oxazolil)benceno; 6-dimetilamino-1,2-benzofenazina; retinol; bis(3'-aminopiridinio) yoduro de 1,10-
decandiilo; sulfonaftilhidrazona de helibrienina; clorotetraciclina; N-(7-dimetilamino-4-metil-2-ox0-3-
cromenil)maleimida; N-(p-(2-bencimidazolil)-fenil)maleimida; N-(4-fluorantil)maleimida; bis(acido homovanilico);
resazarina; 4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzooxadiazol; merocianina 540; resorufina; rosa de bengala; 2,4-difenil-3-(2H)-
furanona, complejos de lantanidos fluorescentes, incluidos los de Europio y Terbio, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, puntos cuanticos (también denominados
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"nanocristales” : véase la patente de los Estados Unidos No. 6.544.732), pireno, verde de malaquita, estilbeno, amarillo
Lucifer, Cascade BlueMR, Rojo Texas, tintes Cy (Cy3, Cy5, etc.), tintes Alexa Fluor®, ficoeritrina, bodipy y otros
descritos en la sexta edicion del Manual de Sondas Moleculares de Richard P. Haugland. La divulgacion proporciona
ademas un acido nucleico que comprende una o dos copias de las secuencias finales de transposasa, que pueden
generarse realizando el método de la invencion. Cuando el método se realiza en una secuencia objetivo y se generan
diferentes fragmentos, la invencién proporciona una biblioteca de estos diferentes acidos nucleicos.

La cadena no transferida con o sin grupos protectores de nucleasas y/o grupos de terminacion de cadena (por ejemplo,
fosforotioato y/o didesoxi) se disocia luego de la cadena transferida y un oligo de reemplazo (que puede contener
etiquetas de ADN adicionales, como se discutié anteriormente, tal como una etiqueta de secuenciacion) se hibrida con
la secuencia de cadena transferida complementaria con o sin grupos protectores de nucleasa (por ejemplo,
fosforotioatos). Se pueden usar enzimas modificadoras de acido nucleico no desplazables, que consisten en una ADN
polimerasa y una ADN ligasa. Las ADN polimerasas y la ligasa se utilizan para rellenar y ligar la brecha entre el ADN
monoetiquetado y el oligonucleétido de reemplazo, lo que da como resultado un fragmento de ADNbc con una etiqueta
5'y una 3' unidas covalentemente. Por lo tanto, el método de la presente invencién proporciona una forma novedosa
de crear fragmentos de ADNbc con dos etiquetas, en el que la reaccion en cadena de la polimerasa es opcional.

La presente descripcion también proporciona un método mejorado para preparar una biblioteca etiquetada
direccionalmente. El método comienza proporcionando ADN con una modificacion especifica de la cadena, tal como
la incorporacion de un nucle6tido escindible en una cadena particular, tal como un nucleétido quimicamente labil o uno
gue contenga uracilo u 8-oxoguanina. Otros nucleotidos modificados utiles incluyen 8-oxoadenina, fapy-guanina, metil-
fapy-guanina, fapy-adenina, aflatoxina Bi-fapy-guanina, 5-hidroxi-citosina, 5-hidroxi-uracilo y aductos de N-7 guanina
de anillo abierto (7-metilguanina). En una realizacion particular, cada cadena puede contener una modificacion
diferente, por ejemplo, una cadena puede contener modificaciones de uracilo y la otra cadena puede contener
modificaciones de 8-oxo-guanina.

El ADN luego se escinde con un transposoma monoetiquetado que consiste en una 0 mas moléculas de transposasa
y dos secuencias oligonucleotidicas de ADN que son el ADN del extremo hibridado modificado (ME). Una secuencia
(ME) en la cadena de ADN transferida y una cadena de ADN no transferida que puede contener una secuencia de ME
de 19 pb o una secuencia de ADN truncada. La cadena no transferida (con o sin grupos protectores de nucleasa y/o
grupos de terminacioén de cadena, por ejemplo, fosforotioato y/o didesoxi) se disocian luego de la cadena transferida
y un oligo de reemplazo (que puede contener una secuencia de ADN adicional, tal como una etiqueta de
secuenciacion) se hibrida con la secuencia de cadena transferida complementaria con o sin grupos protectores de
nucleasa (por ejemplo, fosforotioatos). Se usan enzimas modificadoras de acido nucleico no desplazables que
consisten en ADN polimerasa (por ejemplo, polimerasas termoestables o polimerasas no termoestables tales como
ADN polimerasa | o fragmento Klenow exo-) y una ADN ligasa. Las ADN polimerasas y la ligasa se utilizan para rellenar
y ligar el espacio entre el ADN monoetiquetado y el oligonucleétido de reemplazo, lo que da como resultado un
fragmento de ADNbc con una etiqueta 5' y 3' unida de forma covalente. Alternativamente, se puede proporcionar un
oligonucleétido para llenar el espacio, seguido de la ligacion.

La cadena modificada o no modificada puede tratarse especificamente para enriquecer o suprimir su funcion. El
tratamiento puede incluir el uso de una enzima, tal como uracilo ADN glicosilasa (UDG), también conocida como uracilo
N-glicosilasa (UNG), endonucleasa humana apurinica/apirimidinica (APE 1), formamidopirimidina-ADN glicosilasa
(FPG), también conocida como 8-oxicuanina ADN glicosilasa, endonucleasa IV y quinasa, Endo Ill, Endo VIII, hOGG1,
T7 Endo |, T4 PDG y afu UDG. En otra realizacién, una cadena puede enriquecerse selectivamente por extension
usando una polimerasa que tiene preferencia por los nucleétidos naturales, en lugar de los nucle6tidos modificados
guimicamente. Un ejemplo de tal polimerasa es una fusioén de una polimerasa similar a Pyrococcus a un dominio de
unién a ADNbc de Sulfolobus solfataricus (SSo7d). Por lo tanto, el método de la presente divulgacion proporciona una
forma novedosa de crear fragmentos de ADN con dos etiquetas a partir de una Unica cadena predeterminada, en la
gue no es necesaria una amplificacion posterior.

La descripcién también proporciona un transposoma que comprende una transposasa y un acido nucleico que contiene
una o mas secuencias finales. La divulgacion proporciona ademas un método para elaborar un transposoma con las
secuencias finales proporcionando una transposasa y proporcionando las secuencias finales transferidas, y luego
permitiendo que la transposasa se una a la secuencia final transferida. Los ejemplos de condiciones de reaccion se
discuten en el Ejemplo 1 a continuacion. Por lo tanto, la divulgacion proporciona un método de etiquetado que
comprende las etapas de (a) proporcionar acidos nucleicos objetivo (b) proporcionar los transposomas y (c) permitir
gue los transposomas fragmenten los acidos nucleicos objetivo y etiqueten al menos las secuencias finales de
transposasa en los extremos de los fragmentos .

Definiciones

El término "que comprende" como se usa en el presente documento es sinénimo con "que incluye", "que contiene" o
"caracterizado por", y es inclusivo o abierto y no excluye elementos adicionales no mencionados o etapas del método.

Como se usa en el presente documento, el término "al menos una porcidon” y/o equivalentes gramaticales del mismo
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pueden referirse a cualquier fraccién de una cantidad total. Por ejemplo, "al menos una porcion" puede referirse a al
menos aproximadamente 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%, 99%, 99,9 % o 100% de una cantidad total.

Como se usa en el presente documento, el término "acido nucleico” y/u "oligonucledétido” y/o equivalentes gramaticales
del mismo puede referirse a al menos dos monémeros de nucledétidos unidos entre si. Un acido nucleico generalmente
puede contener enlaces fosfodiéster; sin embargo, en algunas realizaciones, los analogos de acido nucleico pueden
tener otros tipos de cadenas principales, que comprenden, por ejemplo, fosforamida (Beaucage, et al., Tetrahedron,
49: 1925 (1993); Letsinger, J. Org. Chem., 35: 3800 (1970); Sprinzl, et al., Eur. J. Biochem., 81: 579 (1977); Letsinger,
et al., Nucl. Acids Res., 14: 3487 (1986); Sawai, et al., Chem Lett., 805 (1984), Letsinger, et al., J. Am. Chem. Soc.,
110: 4470 (1988); y Pauwels, et al., Chemica Scripta, 26: 141 (1986)), fosforotioato. (Mag, et al., Nucleic Acids Res.,
19: 1437 (1991); y la patente de los Estados Unidos No. 5.644.048), fosforoditioato (Briu, et al., 3. Am. Chem. Soc.,
111: 2321 (1989 ), Enlaces O-metilfosforoamidita (véase Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach, Oxford University Press), y esqueletos de acido nucleico peptidico y enlaces (véase Egholm, J. Am. Chem.
Soc., 114: 1895 (1992); Meier, et al., Chem. Int. Ed. Engl., 31: 1008 (1992); Nielsen, Nature, 365: 566 (1993); Carlsson,
et al., Nature, 380: 207 (19 96)).

Otros &cidos nucleicos anélogos incluyen aquellos con cadenas principales positivas (Denpcy, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 92: 6097 (1995)); cadenas principales no ionicas (patentes de los Estados Unidos Nos. 5,386,023;
5,637,684, 5,602,240; 5,216,141; y 4,469,863; Kiedrowshi, et al., Angew. Chem. Intl. Ed. English, 30: 423 (1991);
Letsinger, et al., J. Am. Chem. Soc., 110: 4470 (1988); Letsinger, et al., Nucleosides & Nucleotides, 13: 1597 (1994);
Capitulos 2 y 3, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research", Ed. YS Sanghui y
P. Dan Cook; Mesmaeker, et al., Bioorganic & Medicinal Chem. Lett., 4: 395 (1994); Jeffs, y col., J. Biomolecular NMR,
34:17 (1994); Tetrahedron Lett., 37: 743 (1996)) y sin ribosa (patente de los Estados Unidos No. 5.235.033 y No.
5.034.506, y Capitulos 6 y 7, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in Antisense Research”, Ed.
YS Sanghui y P. Dan Coo). Los &cidos nucleicos también pueden contener uno o mas azucares carbociclicos (véase
Jenkins, et al., Chem. Soc. Rev., (1995) paginas 169 -176).

Las modificaciones de la cadena principal de fosfato de ribosa se pueden hacer para facilitar la adiciéon de fracciones
adicionales tales como marcadores, o para aumentar la estabilidad de tales moléculas en ciertas condiciones. Ademas,
se pueden hacer mezclas de acidos nucleicos y analogos naturales. Alternativamente, se pueden hacer mezclas de
diferentes analogos de acido nucleico y mezclas de &cidos nucleicos y analogos naturales. Los acidos nucleicos
pueden ser monocatenarios o bicatenarios, segun se especifique, o pueden contener porciones de secuencias tanto
bicatenarias como monocatenarias. El acido nucleico puede ser ADN, por ejemplo, genémico o ADNc, ARN o un
hibrido, de células individuales, células multiples o de especies multiples, como con muestras metagenomicas, tales
como muestras ambientales. Un acido nucleico puede contener cualquier combinacién de desoxirribonucleétidos y
ribonucleédtidos, y cualquier combinacion de bases, incluidos uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina,
xantanina, hipoxantanina, isocitosina, isoguanina y analogos de bases como nitropirrol (incluyendo 3-nitropirrol) y
nitroindol (incluido 5-nitroindol), etc.

En algunas realizaciones, un acido nucleico puede incluir al menos una base promiscua. Las bases promiscuas
pueden emparejarse con mas de un tipo diferente de base. En algunas realizaciones, una base promiscua puede
emparejarse con al menos dos tipos diferentes de bases y no mas de tres tipos diferentes de bases. Un ejemplo de
una base promiscua incluye inosina que puede combinarse con adenina, timina o citosina. Otros ejemplos incluyen
hipoxantina, 5-nitroindol, 5-nitroindol acilico, 4-nitropirazol, 4-nitroimidazol y 3-nitropirrol (Loakes et al., Nucleic Acid
Res. 22: 4039 (1994); Van Aerschot et al., Nucleic Acid Res. 23: 4363 (1995); Nichols et al., Nature 369: 492 (1994);
Bergstrom et al., Nucleic Acid Res. 25: 1935 (1997); Loakes et al., Nucleic Acid Res. 23: 2361 (1995); Loakes et al., J.
Mol. Biol. 270: 426 (1997); y Fotin et al., Nucleic Acid Res. 26: 1515 (1998)). También se pueden usar bases
promiscuas que pueden emparejarse con al menos tres, cuatro 0 mas tipos de bases.

Como se usa en el presente documento, el término "analogo de nucleétido" y/o equivalentes gramaticales del mismo
pueden referirse a analogos sintéticos que tienen porciones de base de nucledtidos modificadas, porciones de pentosa
modificadas y/o porciones de fosfato modificadas, y, en el caso de polinucleétidos, enlaces internucleotidicos
modificados, como se describe generalmente en otra parte (por ejemplo, Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley,
Nueva York, 1980; Englisch, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 30: 613-29, 1991; Agarwal, Protocols for Polynucleotides
and Analogs, Humana Press, 1994 y S. Verma y F. Eckstein, Ann. Rev. Biochem. 67: 99-134, 1998). Generalmente,
las porciones de fosfato modificadas comprenden analogos de fosfato en los que el atomo de fésforo esta en el estado
de oxidacion +5 y uno o mas de los atomos de oxigeno se reemplazan con una fraccion diferente de oxigeno, por
ejemplo, azufre. Los ejemplos de analogos de fosfato incluyen, entre otros, fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoanilidato, fosforamidato, boronofosfatos, incluidos los
contraiones asociados, por ejemplo, H*, NH4*, Na*, si tales contra iones estan presentes. Los ejemplos de porciones
de bases nucleotidicas modificadas incluyen, pero no se limitan a, 5-metilcitosina (5 mC); analogos de C-5-propinilo,
que incluyen pero no se limitan a, C-5 propinil-C y C-5 propinil-U; 2,6-diaminopurina, también conocida como 2-amino
adenina o 2-amino-dA); hipoxantina, pseudouridina, 2-tiopirimidina, isocitosina (isoC), 5-metil isoC e isoguanina (isoG;
véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos numero 5.432.272). Los ejemplos de porciones de pentosa
modificadas incluyen, pero no se limitan a, analogos de acido nucleico bloqueado (LNA) que incluyen, sin limitacion,
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Bz-A-LNA, 5-Me-Bz-C-LNA, dmf-G-LNA y T-LNA (véase, por ejemplo, The Glen Report, 16 (2): 5, 2003; Koshkin et
al., Tetrahedron 54:; 3607-30, 1998), y maodificaciones 2' o 3' en las que la posicion 2' o 3' es hidrégeno, hidroxi, alcoxi
(por ejemplo, metoxi, etoxi, aliloxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi y fenoxi), azido, amino, alquilamino, fluoro, cloro o
bromo. Los enlaces internucleotidicos modificados incluyen analogos de fosfato, andlogos que tienen enlaces entre
subunidades aquirales y no cargadas (por ejemplo, Sterchak, EP et al., Organic Chem., 52: 4202, 1987), y polimeros
basados en morfolino sin carga que tienen enlaces entre subunidades aquirales (véase, por ejemplo, la patente de
Estados Unidos No. 5.034.506). Algunos analogos de enlaces internucleotidicos incluyen heterociclos unidos a
morfolidato, acetal y poliamida. En una clase de analogos de nucleétidos, conocidos como acidos nucleicos peptidicos,
incluidos los &cidos nucleicos peptidicos seudocomplementarios ("PNA"), un enlace convencional de azlcar e
internucleétido se ha reemplazado con un polimero de cadena principal 2-aminoetilglicina amida (véase, por ejemplo,
Nielsen et al. , Science, 254: 1497-1500, 1991; Egholm et al., J. Am. Chem. Soc., 114: 1895-1897 1992; Demidov et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. 99: 5953-58 , 2002; Peptide Nucleic Acids: Protocols and Applications, Nielsen, ed., Horizon
Bioscience, 2004).

Los siguientes ejemplos proporcionan realizaciones ilustrativas y de ninguna manera limitan las invenciones
proporcionadas en este documento.

Ejemplos

Ejemplo 1: reemplazo de oligonucleétidos

Se prepar6 una serie de transposomas Tn5 hiperactivos, cada uno con una secuencia final de transposon de 19 bases:
AGATGTGTATAAGAGACAG (SEQ ID NO: 3) (ME)

(la "cadena transferida") y una de las siguientes secuencias finales (la "cadena no transferida"), mostrada en
orientacion 5" a 3"

CTGTCTCT ........... SEQID NO:8 8bases
CTGTCTCTT .......... SEQID NO:9 9 bases
CTGTCTCTTA ......... SEQ ID NO: 10 10 bases
CTGTCTCTTAT ........ SEQ ID NO: 11 11 bases
CTGTCTCTTATA ....... SEQ ID NO: 12 12 bases
CTGTCTCTTATAC ...... SEQ ID NO: 13 13 bases
CTGTCTCTTATACA ..... SEQ ID NO: 14 14 bases
CTGTCTCTTATACAC .... SEQ ID NO: 15 15 bases
CTGTCTCTTATACACA ... SEQ ID NO: 16 16 bases
CTGTCTCTTATACACAT .. SEQ ID NO: 17 17 bases
CTGTCTCTTATACACATC. SEQ ID NO: 18 18 bases
CTGTCTCTTATACACATCT SEQ ID NO: 19 19 bases (ME)

en las que las secuencias finales contenian una secuencia de etiqueta como se representa en la Figura 3. Los
transposomas se prepararon en una mezcla de reacciéon de 2 pL de secuencia final (25 pM), fosforilada; 2 pL de
transposasa Tn5 a razén de 10 U/uL, en un volumen final de 50 pL con concentraciones finales de Tris-acetato 33
mM, pH 7,8, acetato de magnesio 10 mM y acetato de potasio 66 mM. Alternativamente, las concentraciones finales
en el volumen de reaccion pueden ser Tris-acetato 10 mM, pH 7,6, cloruro de magnesio 5 mM y opcionalmente 10%
(v/v) de dimetilformamida. Después de mezclar, la reaccidn se incubd durante 1 hora a 37 °C. La reaccion se detuvo
con 10 pL de solucién de detencion: sacarosa al 15%, EDTA 66 mM, Tris 20 mM pH 8, SDS al 0.1%, Orange G al
0.9% (Sigma 0-7252) y Proteinasa K a razén de 100 pug/mL. Después de la adicion de la solucién de parada, la mezcla
se calent6 a 50 °C durante 10 minutos.

Se realizaron reacciones de etiquetado con los transposomas para comparar la capacidad de los transposomas que
tienen secuencias finales truncadas no transferidas en comparacion con el extremo no transferido de 19 bases, que
sirve como control positivo y ningin extremo no transferido como control negativo. Con base en el andlisis de
electroforesis en gel, el ADN objetivo en una muestra fue fragmentado eficientemente por los transposomas que tienen
secuencias finales de 18 bases a 12 bases, con una fragmentacion menos eficiente con secuencias finales de 11
bases a 9 bases. La secuencia final de 8 bases demostré cierta fragmentacion, pero no de manera eficiente.

La secuencia final de 14 bases se seleccion6 para experimentos adicionales como se ilustra en la Figura 4. Después
del etiquetado con transposones que tienen la cadena transferida de 19 bases y la cadena no transferida de 14 bases,
el producto se mezclé con oligonucledtido de reemplazo (SEQ ID NO: 19 con una etiqueta de secuenciacion como la
"Etiqueta arbitraria 2") a 45 °C durante 1 minuto y luego a 37 °C durante 30 minutos para eliminar el oligonucledétido
no transferido y reemplazarlo con el oligonucleétido de reemplazo. Los espacios restantes de 9 bases se rellenaron
con polimerasa Tth, fragmento grande (sin desplazamiento de cadena), seguido de ligacién usando ADN ligasa de E.
coli, de acuerdo con las condiciones recomendadas por el fabricante.
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El reemplazo se demostré6 mediante la adicion de una secuencia adicional de 100 bases tal como se resolvié en un
Agilent BioAnalyzer 2100 usando un chip de ADN de alta sensibilidad. Se analizaron las bibliotecas genémicas de
Rhodobacter, E. coli y Staphylococcus debido a sus contenidos de GC divergentes de 70, 50 y 33%, respectivamente.
Estas bibliotecas se crearon utilizando las estrategias de reemplazo de oligonucleétidos descritas en el presente
documento. La composicion de GC en las primeras 30 bases no mostrdé sesgo de insercion adicional basado en el
contenido de GC del genoma huésped. El analisis de la composicién de GC en las primeras 30 bases no demostré
sesgo de insercion alterado en funcién del contenido de GC del genoma huésped. Los datos mostraron que hubo una
mayor profundidad de cobertura donde el contenido de GC es superior al 60% y una cobertura constante en intervalos
de contenido de GC mas bajos.

Ejemplo 2 - nuevas secuencias finales de transposasa

Se prepararon varios millones de secuencias finales de transposasa usando una biblioteca parcialmente aleatorizada
con base en la secuencia de ME de 19 bases (SEQ ID NO: 3). A partir de esta biblioteca, se identificaron varios
extremos activos del transposén utilizando ADN gendémico de E. coli MG1655 como acido nucleico objetivo y se
secuenciaron en un instrumento de secuenciacion Genome Analyzer (lllumina, Inc.).

CGTTGTGTGGACGAGACAC SEQIDNO:4 11G: C(C1)
CGTTGTGTGGACGAGACAG SEQIDNO:5 11G:C (Gl)
AGATGTGCATATGATACAG SEQID NO: 6  Diffl (G1)
AG.TGT .... AAGAGACAT SEQIDNO:7  Shorty

TGACGCGGGTAAGAGACAA SEQID NO: 22 Malt1
GGATGCGATGAGGAGACAA SEQ ID NO: 23 Malt 6
ACATGACCAAGAGAGACAG SEQ ID NO: 24 Malt 8
AGCGGTGAATAAGAGACAA SEQID NO: 25 Malt 10
AGCGGTGAATAAGAGACAG SEQID NO: 26 Malt11
ACATGAGTATAAGAGACAA SEQ ID NO: 27 Malt 12

Las secuencias finales alternativas se confirmaron mediante secuenciacion capilar. Un mutante designado 11G: C(G1)
(SEQ ID NO: 5) tenia una temperatura de fusion significativamente alta (58 °C en comparacion con 44 °C) y demostré
una actividad de transposicién comparable in vitro como la secuencia de ME, como lo demuestra la dilucion en paralelo
con transposones con la secuencia de ME.

Listado de secuencias

<110 lllumina, Inc.

<120 REEMPLAZO DE NUCLEOTIDOS POR BIBLIOTECAS DOBLEMENTE ETIQUETADAS Y DIRECCIONALES
<130 TXH/71337EP2

<140 PCT/US 12/023139
<141 2012-01-30

<150 US 61/506.777
<151 2011-07-12

<150 US 61/437.451
<151 2011-01-28

<160 27
<170 Patentln versién 3.5

<2101

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220

<223 constructo sintético
<4001

mrwtgtghwk avgaracav 19

<2102

<211 19
<212 ADN
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<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<220

<221 caracteristica miscelanea

<222 (1)..(2)

<223 n en posicion 1 puede ser A, C, T,0 G

<220

<221 caracteristica miscelanea

<222 (12)..(12)

<223 n en posicion 12 puede ser A, C, T,0 G

<220

<221 caracteristica miscelanea

<222 (19)..(19)

<223 n en posicion 19 puede ser A, C, T,0 G

<400 2
nshbghshdd rngakacan 19

<2103

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 3
agatgtgtat aagagacag 19

<2104

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 4
cgttgtgtgg acgagacac 19

<2105

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<4005
cgttgtgtgg acgagacag 19

<2106

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial
<220

<223 constructo sintético

<400 6
agatgtgcat atgatacag 19
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<2107

<211 14

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<4007
agtgtaagag acat 14

<2108

<2118

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 8
ctgtctct 8

<2109

<2119

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<4009
ctgtctctt 9

<210 10

<211 10

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 10
ctgtctctta 10

<21011

<211 11

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 11
ctgtctctta t 11

<21012

<211 12

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 12
ctgtctctta ta 12

ES 2762 866 T3
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<210 13

<211 13

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 13
ctgtctctta tac 13

<210 14

<211 14

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 14
ctgtctctta taca 14

<210 15

<211 15

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 15
ctgtctctta tacac 15

<210 16

<211 16

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 16
ctgtctctta tacaca 16

<210 17

<211 17

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 17
ctgtctctta tacacat 17

<210 18

<211 18

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 18
ctgtctctta tacacatc 18

ES 2762 866 T3
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<210 19

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 19
ctgtctctta tacacatct 19

<210 20

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<220
<221 caracteristica miscelanea
<222 (10)..(19)

<223 n en las posiciones 10-19 puede ser A, C, T, o G y hasta 9 de ellas pueden estar ausentes

<400 20
btgtytcbtn nnnnnnnnn 19

<210 21

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<220

<221 caracteristica miscelanea

<222 (1)..(2)

<223 n en posicion 1 puede ser A, C, T,0 G

<220

<221 caracteristica miscelanea

<222 (8)..(8)

<223 n en la posicion 8 puede ser A, C, T, 0 G

<220
<221 caracteristica miscelanea
<222 (10)..(19)

<223 n en la posicion 8 puede ser A, C, T, o G hasta 9 de ellas pueden estar ausentes

<400 21
ntgtmtcntn nnnnnnnnn 19

<210 22

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220

<223 constructo sintético

<400 22

tgacgcgggt aagagacaa 19

<210 23

<211 19
<212 ADN
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<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 23
ggatgcgatg aggagacaa

<210 24

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 24
acatgaccaa gagagacag

<210 25

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 25
agcggtgaat aagagacaa

<210 26

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 26
agcggtgaat aagagacag

<210 27

<211 19

<212 ADN

<213 Secuencia Atrtificial

<220
<223 constructo sintético

<400 27
acatgagtat aagagacaa

19

19

19

19

19

ES 2762 866 T3

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2762 866 T3

REIVINDICACIONES
1. Un producto de acido nucleico al menos parcialmente bicatenario de una reaccién de etiquetado que comprende:

(a) un fragmento de un acido nucleico objetivo bicatenario;
(b) una o dos copias de una secuencia final de transposasa que es:

MRWTGTGHWKAVGARACAV (SEQIDNO:1)o
NSHBGHSHDDRNGAKACAN (SEQ ID NO: 2),
pero excluyendo AGATGTGTATAAGAGACAG (SEQ ID NO: 3),

como cadenas transferidas, en las que cada secuencia final de transposasa esta unida covalentemente a un extremo
5' del fragmento del &cido nucleico objetivo bicatenario;

(c) una primera secuencia de etiqueta en el extremo 5' de al menos una de las secuencias finales del transposon
unidas covalentemente; y

(d) un oligonucledtido hibridado con al menos una de las secuencias finales transferidas y que comprende una segunda
secuencia de etiqueta ligada en el extremo 3' del oligonucleétido, en el que la segunda secuencia de etiqueta no es
complementaria a la primera secuencia de etiqueta.

2. El &cido nucleico de la reivindicacion 1, en el que un oligonucleétido se hibrida con cada cadena transferida y una
secuencia de etiqueta se liga en el extremo 3' de cada oligonucleétido.

3. El &cido nucleico de la reivindicacion 1, en el que la secuencia final de la transposasa se selecciona del grupo que
consiste en:

CGTTGTGTGGACGAGACAC (SEQ ID NO: 4),
CGTTGTGTGGACGAGACAG (SEQ ID NO: 5),
AGATGTGCATATGATACAG (SEQ ID NO: 6),
TGACGCGGGTAAGAGACAA (SEQ ID NO: 22),
GGATGCGATGAGGAGACAA (SEQ ID NO: 23),
ACATGACCAAGAGAGACAG (SEQ ID NO: 24),
AGCGGTGAATAAGAGACAA (SEQ ID NO: 25),
AGCGGTGAATAAGAGACAG (SEQ ID NO: 26), y
ACATGAGTATAAGAGACAA (SEQ ID NO: 27).

4. El &cido nucleico de la reivindicacion 1, en el que la secuencia final de la transposasa es:
CGTTGTGTGGACGAGACAG (SEQ ID NO: 5).

5. El &cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la secuencia final de transposasa tiene
una secuencia de etiqueta ligada en su extremo 5'.

6. El acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que cada secuencia de etiqueta se selecciona
de un cédigo de barras, un sitio cebador, una etiqueta de afinidad y una fraccién informadora.

7. El acido nucleico de la reivindicacién 5, en el que el acido nucleico es bicatenario.

8. Una bhiblioteca de diferentes acidos nucleicos de cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un método de etiquetado que comprende las etapas de:

(a) proporcionar acidos nucleicos objetivo bicatenarios;

(b) proporcionar transposomas que comprenden una transposasa y un acido nucleico que comprende una o dos copias

de las secuencias finales de transposasa como las cadenas transferidas:
MRWTGTGHWKAVGARACAV (SEQIDNO: 1) o
NSHBGHSHDDRNGAKACAN (SEQ ID NO: 2),

pero excluyendo AGATGTGTATAAGAGACAG (SEQ ID NO: 3);

(c) permitir que los transposomas fragmenten los acidos nucleicos objetivo y etiqueten al menos las cadenas

transferidas a los extremos de los fragmentos; y

(d) hibridar oligonucle6tidos con las cadenas transferidas, cada oligonucleétido tiene una secuencia de etiqueta ligada

en su extremo 3';

generando asi una biblioteca de fragmentos etiquetados.
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10. El método de etiquetado de la reivindicacién 9, en el que las secuencias finales de transposasa se seleccionan del

grupo que consiste en:

CGTTGTGTGGACGAGACAC
CGTTGTGTGGACGAGACAG
AGATGTGCATATGATACAG

TGACGCGGGTAAGAGACAA
GGATGCGATGAGGAGACAA
ACATGACCAAGAGAGACAG
AGCGGTGAATAAGAGACAA
AGCGGTGAATAAGAGACAG
ACATGAGTATAAGAGACAA

(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

4),

5),

6),
22),
23),
24),
25),
26),y
27).

11. El método de etiquetado de la reivindicacién 9 o la reivindicacion 10, en el que cada secuencia final de transposasa

tiene una secuencia de etiqueta ligada en su extremo 5.

12. El método de etiquetado de una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en el que cada secuencia de etiqueta se
selecciona de un codigo de barras, un sitio de cebador, una etiqueta de afinidad y una fraccion informadora.

13. El método de etiquetado de la reivindicacion 11, en el que los fragmentos etiquetados son bicatenarios.

18
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ES 2762 866 T3

ADNbc con una cadena modificada
¥ 3
v | s B  mamams X K Y

%% fragmentar, afadir la Etiqueta 1 a los extremos &'
4

@%r
MEDS e a3 = e { MEDS %
\%r

reemplazar la cadena no transferida

con oligo de 2 etiquetas 53'1

G
Y MEDS )&

W;
& extender y ligar
—_—
i MEDS

}“”"
[ L] L B & J ‘1—%;

I enriquecer para la cadena deseada

X

biblioteca direccional con dos etiquetas

Fig. 5
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