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“METODO PARA AMPLIFICAR ACIDOS NUCLEICOS”

[001]O presente Pedido reivindica prioridade ao Pedido dos Estados Unidos
N° de Série 13/783.043, depositado em 01 de Margo de 2013, o qual se baseia em e
reivindica o beneficio de, Pedido Provisério dos Estados Unidos N° 61/715.478,
depositado em 18 de Outubro de 2012 e Pedido Provisério dos Estados Unidos N°
61/660.487, depositado em 15 de Junho de 2012, cada um dos quais é aqui
incorporado por referéncia.

ANTECEDENTES

[002]A presente invencéo refere-se, de modo geral, a biologia molecular e
mais especificamente a sintese e analise de acido nucleico.

[003]JA analise genética vem assumindo uma importancia crescente na
sociedade moderna. Analises genéticas ja provaram ser uteis para predizer o risco
de uma pessoa de contrair algumas doengas (diagnosticos), determinar a
probabilidade de beneficio terapéutico vs. o risco de efeitos colaterais para uma
pessoa considerando determinados tratamentos (prognosticos) e identificar pessoas
desaparecidas, autores de crimes, vitimas de crimes e vitimas de guerra (analise
forense), para citar alguns. No entanto, em muitos casos, testes genéticos
adequados ainda nao estao disponiveis ou sofrem de altas taxas de erro. Uma fonte
para estes problemas € que muitos dos testes genéticos atualmente usados para
diagndsticos, prognosticos e analise forense dependem de tecnologias que verificam
apenas uma fragdo do genoma de uma pessoa. Os tragos genéticos de uma pessoa
sdo codificados por um genoma que contém mais de 3 bilhdes de pares de bases e
a maioria dos testes genéticos investigam mutagbes em apenas alguns desses
pares de bases. Ao aumentar a fracdo do genoma testada, de modo ideal até e
incluindo todos os 3 bilhdes de pares de bases no genoma, a precisdo dos testes
genéticos pode ser aprimorada e podem ser desenvolvidos testes genéticos para

mais situacdes de diagnodsticos e prognosticos.
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[004]Um componente fundamental de muitos testes genéticos é o preparo do
material genético que tem de ser testado. Esta ndo é uma questao trivial quando se
tenta capturar um genoma inteiro e manter sua integridade. Dois métodos que estéo
atualmente disponiveis para captura de grandes quantidades de material genético
sdo reagdo em cadeia de polimerase em emulsdo (ePCR) e amplificacédo de
agrupamento (por exemplo, através de amplificagdo de ponte). Seu uso em
aplicagdes clinicas e diagnosticas € atualmente limitado.

[005]Para ePCR, goticulas aquosas sdo formadas em uma fase oleosa
juntamente com fragmentos gendmicos e esferas veiculo. As condigcbes sao
escolhidas para otimizar a probabilidade de que cada goticula isolara um fragmento
gend6mico individual e uma unica esfera veiculo. O objetivo € que as goticulas
formem microrreatores que impegam a difusdo de fragmentos genémicos entre as
goticulas e, consequentemente, entre diferentes esferas. Varios ciclos de
amplificagdo por PCR podem, entdo, ser realizados para a emulsdo em massa de
modo que, em cada goticula, a esfera seja revestida com coépias clonais do
fragmento gendmico existente. Apos amplificagcédo, as esferas s&o transferidas para
um substrato de deteccdo para avaliagdo em um instrumento analitico. Uma
complicagdo com a ePCR é que algumas das esferas terminam em goticulas sem
um fragmento gendmico, assim, produzindo esferas vazias. Uma etapa de
enriquecimento de esferas pode ser realizada para remover esferas vazias antes de
uso no instrumento analitico; no entanto, este processo € geralmente complicado e
ineficiente. Outra complicacdo com a ePCR € que algumas goticulas terminam com
mais de um fragmento gendmico, assim, produzindo esferas com clones mistos.
Embora esferas com clones mistos frequentemente possam ser identificadas e
depois ignoradas durante analise, sua presenca diminui a eficiéncia e, em alguns
casos, a precisao da analise.

[006]Amplificagdo de agrupamento constitui uma abordagem mais simples
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para captura e amplificacdo de material genético. Em modalidades comerciais, os
fragmentos gendémicos sdo capturados sobre uma superficie de substrato para
formar "sementes" em locais aleatérios. Apds lavagem para retirar o excesso de
fragmentos gendmicos (isto €, aqueles que ndo foram capturados), varios ciclos de
amplificagdo s&o realizados para criar copias clonais que formam um agrupamento
sobre a superficie em torno de cada semente. Vantagens da amplificagdo de
agrupamento comparado com a ePCR incluem evitar a etapa de enriquecimento de
esferas, evitar a etapa de transferéncia de esferas (da emulsdo para o substrato de
deteccdo) e auséncia de emulsdes oleosas complexas e, muitas vezes, delicadas.
No entanto, uma complicag&o potencial de técnicas de amplificacdo de agrupamento
comerciais € que elas formam um padrdo aleatério de agrupamentos sobre a
superficie. Embora protocolos de registo de imagem tenham sido desenvolvidos para
localizar e distinguir agrupamentos localizados aleatoriamente, tais protocolos
impdem uma carga de analise adicional aos dispositivos analiticos. Além disso, os
agrupamentos localizados aleatoriamente tendem a preencher uma superficie com
menos eficiéncia do que teoricamente possivel para um padrao espacialmente
ordenado de agrupamentos.

[007]Assim, ha uma necessidade por métodos aprimorados para preparar o
material genético para analise diagnésticas, prognosticas e forenses. A presente
descricdo aborda esta necessidade e confere outras vantagens também.

BREVE SUMARIO

[008]A presente descrigdo proporciona um meétodo para amplificacdo de
acidos nucleicos. O método pode incluir as etapas de (a) fornecimento de um
reagente de amplificagao, incluindo (i) um arranjo de sitios de amplificagao e (ii) uma
solugdo que tem uma pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reacéo
do reagente de amplificacdo para produzir uma pluralidade de sitios de amplificagé&o

que tém, cada um, uma populacido clonal de amplicons de um acido nucleico alvo
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individual a partir da solugéo, em que a reagao inclui simultaneamente (i) transporte
dos diferentes acidos nucleicos alvo para os sitios de amplificagdo em uma taxa
média de transporte e (ii) amplificagdo dos acidos nucleicos alvo que estdo em sitios
de amplificagdo em uma taxa média de amplificacdo, em que a taxa média de
amplificacdo excede a taxa média de transporte. Em modalidades particulares, o
numero de diferentes acidos nucleicos alvo na solugao excede o numero de sitios de
amplificagdo no arranjo. Tipicamente, os diferentes acidos nucleicos alvo tém acesso
fluidico a pluralidade de sitios de amplificacdo. Além disso, cada um dos sitios de
amplificagdo pode, opcionalmente, ter uma capacidade para varios acidos nucleicos
na pluralidade de diferentes acidos nucleicos.

[009]Também é fornecido um método para amplificacéo de acidos nucleicos
que inclui as etapas de (a) fornecimento de um reagente de amplificag&o, incluindo
(i) um arranjo de sitios de amplificacédo e (ii) uma solu¢do que tem uma pluralidade
de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reagdo do reagente de amplificagdo para
produzir uma pluralidade de sitios de amplificacdo que incluem, cada um, uma
populacdo clonal de amplicons de um acido nucleico alvo individual a partir da
solugédo, em que a reagao inclui (i) produ¢cado de um primeiro amplicon a partir de um
acido nucleico alvo individual em cada um dos sitios de amplificagao e (ii) produgéo
de amplicons subsequentes a partir do acido nucleico alvo individual em cada um
dos sitios de amplificacdo ou a partir do primeiro amplicon, em que a taxa média na
qual os amplicons subsequentes sdo gerados nos sitios de amplificacdo excede a
taxa média na qual o primeiro amplicon é gerado nos sitios de amplificagcdo. Em
modalidades particulares, o numero de diferentes acidos nucleicos alvo na solugao
excede o numero de sitios de amplificagcdo no arranjo. Tipicamente, os diferentes
acidos nucleicos alvo tém acesso fluidico a pluralidade de sitios de amplificagao.
Além disso, cada um dos sitios de amplificacdo pode, opcionalmente, ter uma

capacidade para varios acidos nucleicos na pluralidade de diferentes acidos
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nucleicos.

[010]A presente descricao proporciona ainda um método para amplificagao
de acidos nucleicos que inclui as etapas de (a) fornecimento de um reagente de
amplificagdo, incluindo (i) um arranjo de sitios de amplificagc&o e (ii) uma solu¢do que
tem uma pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reagdo do reagente
de amplificagdo para produzir uma pluralidade de sitios de amplificacdo que tém,
cada um, uma populagao clonal de amplicons de um acido nucleico alvo individual a
partir da solugédo, em que a reacgao inclui simultaneamente (i) captura dos diferentes
acidos nucleicos alvo nos sitios de amplificagdo em uma taxa média de captura e (ii)
amplificacdo dos acidos nucleicos alvo capturados nos sitios de amplificagdo em
uma taxa média de amplificacdo, em que a taxa média de amplificacdo excede a
taxa média de captura.

[011]Também ¢é fornecido um método para amplificacéo de acidos nucleicos
que inclui as etapas de (a) fornecimento de um reagente de amplificagéo, incluindo
(i) um arranjo de sitios de amplificag&do e (ii) uma solu¢do que tem uma pluralidade
de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reagdo do reagente de amplificagdo para
produzir uma pluralidade de sitios de amplificacdo que incluem, cada um, uma
populagdo clonal de amplicons de um acido nucleico alvo individual a partir da
solugéo, em que a reagao inclui (i) produ¢cado de um primeiro amplicon a partir de um
acido nucleico alvo individual que esta capturado nos sitios de amplificagéo e (ii)
producado de amplicons subsequentes a partir do acido nucleico alvo individual que
esta capturado em cada um dos sitios de amplificacdo ou a partir do primeiro
amplicon, em que a taxa média na qual os amplicons subsequentes s&o gerados nos
sitios de amplificagdo excede a taxa média na qual o primeiro amplicon é gerado nos
sitios de amplificacao.

[012]Ainda fornecido € um método para criagdo de uma superficie

padronizada de biomoléculas, em que o método pode incluir as etapas de (a)
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fornecimento de um reagente incluindo (i) um arranjo que tem caracteristicas nao
contiguas sobre uma superficie, as caracteristicas sendo separadas por regides
intersticiais da superficie e (ii) uma solugdo que tem uma pluralidade de diferentes
biomoléculas alvo; e (b) reagdo do reagente para transportar as biomoléculas para
as caracteristicas e anexar uma biomolécula individual a cada uma das
caracteristicas, em que um campo elétrico é aplicado as regides intersticiais para
repelir as biomoléculas das regides intersticiais.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[013]JA Figura 1A mostra uma imagem composta (quatro canais de cor)
obtida ap6s um primeiro ciclo de sequenciamento para uma célula de fluxo com
padrdes produzida por exclusio cinética.

[014]A Figura 1B mostra uma imagem composta (quatro canais de cor)
obtida apdés um unico ciclo de sequenciamento de uma célula de fluxo Illumina
convencional tendo agrupamentos localizados aleatoriamente.

[015]A Figura 2 mostra as fungbes PDF e NN para uma imagem composta
obtida apds um primeiro ciclo de sequenciamento usando uma célula de fluxo com
padrdes produzida por exclusio cinética.

[016]A Figura 3 mostra um grafico de dispersao de posi¢cdes espaciais de
agrupamentos que se alinham as 5 primeiras posi¢gbes genémicas do genoma PhiX.
As diferentes posigcdes gendmicas sdo indicadas por X, asteriscos, quadrados,
tridangulos e diamantes.

[017]A Figura 4 mostra uma arquitetura de célula de fluxo para dessorgéo
eletroquimica de espécies da superficie da célula de fluxo. Potencial elétrico pode
ser aplicado através de uma superficie condutiva e do eletrélito conforme visto em
(@) ou através de duas superficies condutivas conforme mostrado em (b). A
configuragéo da célula de fluxo mostrada em (b) também pode ser usada para Field

Assisted Pull Down de DNA em tempo real, obtendo uma concentracido acima de
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100X de DNA sobre a superficie do eletrodo em poucos segundos, conforme
mostrado em (c).

[018]A Figura 5 mostra um fluxo de trabalho exemplificativo para formagéo
assistida por campo elétrico de padrées de biomoléculas.

[019]A Figura 6 mostra a semeadura de modelos e amplificacdo de
agrupamentos dos modelos sobre caracteristicas de Au de 2 ym sobre uma base
ITO na presenga de um campo elétrico (a) e sem campo elétrico (b). Perfis de linha
mostram a intensidade de fluorescéncia através das regides marcadas.

[020]A Figura 7 mostra imagens de fluorescéncia de uma grande area apos
semeadura e agrupamento na presenga de um campo elétrico. (a) canaleta de célula
de fluxo contendo pontos de Au de 2 um; (b) canaleta contendo pontos de Au de 200
nm. Agrupamentos séo alinhados sobre grandes areas a caracteristicas com micro e
nano padrdes, a natureza espacialmente ordenada destes agrupamentos é
confirmada pelas Transformadas de Fourier (FFT) correspondentes.

[021]A Figura 8 mostra a formagao de agrupamentos de DNA sobre sitios de
SiO2 de 700 nm de didametro na presenga de um campo elétrico. Agrupamentos s&o
altamente ordenados com pouca fluorescéncia das areas intersticiais.

[022]A Figura 9 mostra (a) resultados de um ensaio de hibridizagdo em uma
célula de fluxo HiSeq (1) antes de enxertia de iniciador P5 e P7 assistida por campo
elétrico, (2) apds enxertia de iniciador P5 e P7 assistida por campo elétrico, (3) apos
enxertia de iniciador P5 e P7 assistida por campo elétrico e reenxertia de iniciadores
P5 e P7 e (4) apos enxertia de iniciador P5 e P7 assistida por campo elétrico,
recobrimento com SFA e reenxertia de iniciadores P5 e P7; e (b) a intensidade de
fluorescéncia mediana por canaleta de célula de fluxo apds cada etapa.

[023]A Figura 10 mostra (a) uma representagcéo esquematica de hibridizag&o
direta sobre sitios dielétricos usando campo elétrico; (b) agrupamentos com padrdes

espacialmente formados na presenca de um campo elétrico que repele acido

Peticdo 870190130774, de 09/12/2019, pag. 18/91



8/75

nucleico nas regides intersticiais e (c) agrupamentos aleatoriamente ordenados
formados na auséncia de campo elétrico que repele acido nucleico nas regides
intersticiais.

DESCRICAQO DETALHADA

[024]A presente descrigdo fornece bibliotecas de acidos nucleicos e métodos
para producao de bibliotecas de acidos nucleicos. Em modalidades particulares, uma
biblioteca de acidos nucleicos da presente descricdo esta na forma de um arranjo de
sitios.

[025]0 arranjo pode ter sitios que sao clonais em relacdo a sequéncias de
nucleotideos particulares. Consequentemente, sitios individuais no arranjo podem,
cada um, ter multiplas cépias de uma unica sequéncia de nucleotideos. Por
exemplo, os sitios podem ter cépias clonais de um acido nucleico derivado de uma
amostra bioldgica, tal como um genoma ou subfragdo do mesmo (por exemplo, um
exoma), ou um transcriptoma (por exemplo, biblioteca de mRNA ou biblioteca de
cDNA) ou subfragdo do mesmo.

[026]A fragdo de sitios em um arranjo que s&o clonais pode exceder a fragéo
prevista pela distribuigdo de Poisson. Assim, um arranjo produzido pelos métodos
descritos aqui pode ter uma distribuicdo de sitios clonais de super-Poisson. A
distribuicdo de super-Poisson pode resultar durante sintese do arranjo e sem a
necessidade de subsequentes etapas de enriquecimento de sitio ou purificacdo de
sitio (embora etapas de enriquecimento e purificagdo possam ser realizadas se
desejado, pelo menos em algumas modalidades).

[027]Em algumas modalidades, os sitios podem estar presentes como
caracteristicas sobre (ou em) um substrato. Em tais modalidades, as caracteristicas
podem ser clonais, a fragado de caracteristicas em um arranjo que sao clonais pode
exceder a distribuicdo de Poisson e as caracteristicas podem estar espacialmente

arranjadas em um padrdao que se repete. Assim, os sitios podem ser ordenados
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espacialmente, por exemplo, em uma grade retilinea, grade hexagonal ou outro
padrao desejado.

[028]Uma biblioteca de acido nucleico da presente descricdo pode ser feita
usando um método que explora exclusdo cinética. Exclusdo cinética pode ocorrer
quando um processo ocorre em uma taxa suficientemente rapida para excluir
eficazmente outro evento ou processo que ocorra. Tome, por exemplo, a produgao
de um arranjo de acido nucleico onde sitios do arranjo sdo semeados aleatoriamente
com acidos nucleicos alvo a partir de uma solugcédo e copias do acido nucleico alvo
sdo geradas em um processo de amplificacdo para preencher cada um dos sitios
semeados até a capacidade. De acordo com os métodos de exclusado cinética da
presente descricdo, os processos de semeadura e amplificacdo podem ocorrer
simultaneamente sob condicdes onde a taxa de amplificacdo excede a taxa de
semeadura. Como tal, a taxa relativamente rapida na qual as copias séo feitas em
um sitio que tenha sido semeado por um primeiro acido nucleico alvo excluira
efetivamente a semeadura de um segundo acido nucleico no sitio para amplificagéo.

[029]Exclusdo cinética pode explorar uma taxa relativamente lenta para
producdo de uma primeira copia de um acido nucleico alvo versus uma taxa
relativamente rapida para producido de copias subsequentes do acido nucleico alvo
ou da primeira copia. No exemplo do paragrafo precedente, exclusao cinética ocorre
em virtude da taxa relativamente lenta de semeadura de acido nucleico alvo (por
exemplo, difusdo ou transporte relativamente lento) versus a taxa relativamente
rapida na qual amplificacdo ocorre para preencher o sitio com copias da semente de
acido nucleico. Em outra modalidade exemplificativa, exclusédo cinética pode ocorrer
em virtude de um atraso na formagao de uma primeira cépia de um acido nucleico
alvo que tenha sido semeado em um sitio (por exemplo, ativagao retardada ou
lenta) versus a taxa relativamente rapida na qual copias subsequentes sao

produzidas para preencher o sitio. Neste exemplo, um sitio individual pode ter sido
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semeado com varios acidos nucleicos alvo diferentes (por exemplo, varios acidos
nucleicos alvo podem estar presentes em cada sitio antes de amplificagc&o).
Contudo, a formagao da primeira cépia para qualquer dado acido nucleico alvo pode
ser aleatoriamente ativada, de modo que a taxa média de formacdo da primeira
copia seja relativamente lenta comparado com a taxa na qual cépias subsequentes
sdo geradas. Neste caso, embora um sitio individual possa ter sido semeado com
varios acidos nucleicos alvo diferentes, exclusédo cinética permitira que apenas um
destes acidos nucleicos alvo seja amplificado. Mais especificamente, uma vez que
um primeiro acido nucleico alvo tenha sido ativado para amplificagcdo, o sitios
preenchera rapidamente a capacidade com suas cépias, deste modo, impedindo que
copias de um segundo acido nucleico alvo sejam produzidas no sitio.

[030]JUma vantagem de arranjos produzidos pelos métodos apresentados
aqui € que a natureza clonal dos sitios permite precisdo em subsequente analise.
Isso evita resultados confusos que poderiam, de outro modo, surgir quando de
detecgao de sitios tendo populagdes mistas.

[031]Outra vantagem dos arranjos € que eles tém uma distribuicdo de super-
Poisson de sitios clonais. Isso aumenta a complexidade da biblioteca ao evitar a
perda de conteudo genético que, de outro modo, poderia ocorrer em virtude de
captura em sitios mistos.

[032]Uma outra vantagem dos métodos e arranjos apresentados aqui € o
fornecimento de um arranjo tendo caracteristicas sobre um substrato, em que as
caracteristicas estdo espacialmente arranjadas em um padrdo que se repete.
Conforme afirmado acima, a fracdo das caracteristicas que sao clonais pode
exceder a distribuicdo de Poisson. A distribuicdo de Poisson define um maximo de
37% de ocupagao. De acordo com os métodos apresentados aqui, o complemento
de caracteristicas que sao clonais pode exceder 40%, 50%, 60%, 75% ou mais.

Arranjos produzidos por meio dos meétodos descritos aqui permitem preenchimento
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mais eficiente de um substrato comparado com arranjos de agrupamento aleatorios.
Tais arranjos também sdo mais faceis de avaliar analiticamente ao evitar
complexidades de métodos de registro de imagens tipicamente usados para arranjos
de agrupamento aleatorios.

[033]Adicionalmente, os métodos apresentados aqui sdo vantajosos para a
criacdo de arranjos sobre substratos que tém padrdes para facilitar a detec¢ao. Por
exemplo, varias plataformas de sequenciamento comercialmente disponiveis contam
com substratos tendo cavidades que constituem uma barreira a difusdo de reagentes
de detecgdo (por exemplo, pirofosfato em plataformas disponiveis da 454
LifeSciences (uma subsidiaria da Roche, Basel, Suiga) ou protons em plataformas
disponiveis da lon Torrent (uma subsidiaria da Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia)) durante etapas de deteccdo de sequéncias. Os métodos apresentados
aqui podem ser vantajosos para aumentar o numero de cavidades que estédo
carregadas com populagdes clonais quando comparado com os métodos de
amplificagdo de agrupamento convencionais que estariam limitados por Poisson. Os
métodos da presente descrigdo sdo vantajosos em relagdo aos métodos de ePCR
ao evitar o manuseio de emulsdes e manipulacdes de esferas.

[034]Os termos usados aqui devem ser entendidos como assumindo seu
significado comum na técnica relevante, a menos que de outro modo especificado.
Varios termos usados aqui e seus significados s&o apresentados abaixo.

[035]Conforme usado aqui, o termo "semeadura ativa" refere-se a forgas nao
difusivas impostas sobre um ou mais acidos nucleicos para mover o(s) acido(s)
nucleico(s) em diregao ou para longe de um sitio. A localizagdo pode ser um sitio de
amplificagdo de um arranjo. Forgas nao difusivas podem ser conferidas por uma
fonte externa, tais como aquelas que produzem um campo elétrico ou magnético, ou
um agente que impde aglomeragao molecular ou gradientes quimicos dentro de um

volume de reacao.
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[036]Conforme usado aqui, o termo "amplicon", quando usado em referéncia
a um acido nucleico, significa o produto de cépia do acido nucleico, em que o
produto tem uma sequéncia de nucleotideos que € a mesma ou complementar a
pelo menos uma parte da sequéncia de nucleotideos do acido nucleico. Um
amplicon pode ser produzido através de qualquer um de uma variedade de métodos
de amplificagdo que usam o acido nucleico, ou um amplicon do mesmo, como um
modelo incluindo, por exemplo, extensao por polimerase, reacdo em cadeia de
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), amplificagdo por circulo rolante
(Rolling Circle Amplification - RCA), extensao por ligagdo ou reagdo em cadeia de
ligacdo. Um amplicon pode ser uma molécula de acido nucleico tendo uma unica
copia de uma sequéncia de nucleotideos especifica (por exemplo, um produto de
PCR) ou varias copias da sequéncia de nucleotideos (por exemplo, um produto de
RCA concatamérico). Um primeiro amplicon de um acido nucleico alvo é,
tipicamente, uma cépia complementar. Amplicons subsequentes sao copias que sao
criadas, apos geragédo do primeiro amplicon, a partir do acido nucleico alvo ou do
primeiro amplicon. Um amplicon subsequente pode ter uma sequéncia que é
substancialmente complementar ao acido nucleico alvo ou substancialmente idéntica
ao acido nucleico alvo.

[037]Conforme usado aqui, o termo "sitio de amplificacéo" refere-se a um
sitio em ou sobre um arranjo onde um ou mais amplicons podem ser gerados. Um
sitio de amplificagdo pode ser ainda configurado para conter, reter ou anexar pelo
menos um amplicon que é gerado no sitio.

[038]Conforme usado aqui, o termo "arranjo" refere-se a uma populagéo de
sitios que podem ser diferenciados uns dos outros de acordo com a localizag&o
relativa. Diferentes moléculas que estdo em diferentes sitios de um arranjo podem
ser diferenciadas umas das outras de acordo com a localizagdo dos sitios no arranjo.

Um sitio individual de um arranjo pode incluir uma ou mais moléculas de um tipo
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particular. Por exemplo, um sitio pode incluir uma unica molécula de acido nucleico
alvo tendo uma sequéncia particular ou um sitio pode incluir varias moléculas de
acido nucleico tendo a mesma sequéncia (e/ou sequéncia complementar das
mesmas). Os sitios de um arranjo pode ser de diferentes caracteristicas localizadas
sobre o0 mesmo substrato. Caracteristicas exemplificativas incluem, sem limitagao,
cavidades em um substrato, esferas (ou outras particulas) em ou sobre um
substrato, saliéncias a partir de um substrato, nervuras sobre um substrato ou canais
em um substrato. Os sitios de um arranjo podem ser substratos distintos, cada um
tendo uma molécula diferente. Diferentes moléculas ligadas a diferentes substratos
podem ser identificadas de acordo com as localizagdes dos substratos sobre uma
superficie a qual os substratos estdao associados ou de acordo com as localizagcbes
dos substratos em um liquido ou gel. Arranjo exemplificativos nos quais substratos
distintos estdo localizados sobre uma superficie incluem, sem limitacdo, aqueles que
tém esferas em cavidades.

[039]Conforme usado aqui, o termo "capacidade", quando usado em
referéncia a um sitio e material de acido nucleico, significa a quantidade maxima de
material de acido nucleico que pode ocupar o sitio. Por exemplo, o termo pode
referir-se ao numero total de moléculas de acido nucleico que podem ocupar o sitio
em uma condi¢do particular. Outras medidas podem ser usadas também incluindo,
por exemplo, a massa total do material de acido nucleico ou o numero total de
copias de uma sequéncia de nucleotideos particular que podem ocupar o sitio em
uma condi¢do particular. Tipicamente, a capacidade de um sitio para um acido
nucleico alvo sera substancialmente equivalente a capacidade do sitio para
amplicons do acido nucleico alvo.

[040]Conforme usado aqui, o termo "agente de captura" refere-se a um
material, substancia quimica, molécula ou por¢cdo da mesma que € capaz de fixacao,

retencdo ou ligagdo a uma molécula alvo (por exemplo, um acido nucleico alvo).
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Agentes de captura exemplificativos incluem, sem limitagdo, um acido nucleico de
captura que € complementar a pelo menos uma porgao de um acido nucleico alvo,
um membro de um par de ligagdo receptor-ligante (por exemplo, avidina,
estreptavidina, biotina, lectina, carboidrato, por¢gdo de ligagdo a acido nucleico,
proteina, epitopo, anticorpo, etc.) capaz de se ligar a um acido nucleico alvo (ou
porcao de ligagdo presa ao mesmo) ou um reagente quimico capaz de formar uma
ligacdo covalente com um acido nucleico alvo (ou por¢do de ligagdo presa ao
mesmo).

[041]Conforme usado aqui, o termo "populagdo clonal" refere-se a uma
populagdo de acidos nucleicos que é homogénea em relagdo a uma sequéncia de
nucleotideos particular. A sequéncia homogénea tem, tipicamente, pelo menos 10
nucleotideos de comprimento, mas pode ser ainda mais longa incluindo, por
exemplo, pelo menos 50, 100, 250, 500 ou 1000 nucleotideos de comprimento. Uma
populacdo clonal pode ser derivada de um unico acido nucleico alvo ou um modelo
de acido nucleico. Tipicamente, todos os acidos nucleicos de uma populagdo clonal
terdo a mesma sequéncia de nucleotideos. Devera ser entendido que um pequeno
numero de mutagdes (por exemplo, em virtude de defeitos de amplificacdo) pode
ocorrer em uma populacao clonal sem se afastar clonalidade.

[042]Conforme usado aqui, o termo "ciclo de desnaturagao” refere-se a uma
manipulacdo de uma reacado de amplificagcao de acido nucleico que altera o curso da
reacao de amplificagdo de tal modo que cadeias de acido nucleico complementares
se tornam separadas umas das outras. Manipulagdes exemplificativas incluem,
porém sem limitagbes, introdu¢cdo de um reagente quimico que desnatura acidos
nucleicos, ou alteracdo fisica da reagdo por meio de aquecimento ou outras
manipulagdes para desnaturar os acidos nucleicos. Varios ciclos de desnaturagao
podem ser incluidos em uma reacdo de amplificacao ciclica. Varios outros ciclos

também podem ser incluidos, tais como manipulagdes ciclicas para induzir um
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iniciador a hibridizar com uma fita de acido nucleico. Um ou mais ciclos de
desnaturagao ou outros ciclos podem ser omitidos em um método apresentado aqui.
Como tal, uma reacdo de amplificagdo da presente descricdo pode ser realizada
sem manipulagdes ciclicas em pelo menos algumas modalidades.

[043]Conforme usado aqui, o termo "diferente", quando usado em referéncia
a acidos nucleicos, significa que os acidos nucleicos tém sequéncias de
nucleotideos que ndo sao iguais umas as outras. Dois ou mais acidos nucleicos
podem ter sequéncias de nucleotideos que s&o diferentes ao longo de todo seu
comprimento. Alternativamente, dois ou mais acidos nucleicos podem ter sequéncias
de nucleotideos que sao diferentes ao longo de uma porgdo substancial de seu
comprimento. Por exemplo, dois ou mais acidos nucleicos que podem ter por¢des da
sequéncia de nucleotideos alvo que sao diferentes umas das outras e, ao mesmo
tempo, ter uma regido de sequéncia universal que € igual uma a outra.

[044]Conforme usado aqui, o termo "acesso fluidico", quando usado em
referéncia a uma molécula em um fluido e um sitio em contato com o fluido, refere-
se a capacidade da molécula de se mover em ou através do fluido para contatar ou
entrar no sitio. O termo pode também referir-se a capacidade da molécula de se
separar ou sair do sitio para entrar na solugdo. Acesso fluidico pode ocorrer quando
nao existem barreiras que impegam a molécula de entrar no sitio, contatar o sitio,
separar-se do sitio e/ou sair do sitio. Contudo, deve ser entendido que acesso
fluidico existe mesmo que a difusdo seja retardada, reduzida ou alterada, na medida
em que o0 acesso n&o é absolutamente impedido.

[045]Conforme usado aqui, o termo "fita dupla," quando usado em referéncia
a uma molécula de acido nucleico, significa que substancialmente todos os
nucleotideos da molécula de acido nucleico s&o hidrogénio ligado a um nucleotideo
complementar. Um acido nucleico parcialmente fita dupla pode ter pelo menos 10%,

25%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 95% de seu hidrogénio de nucleotideos ligado
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a um nucleotideo complementar.

[046]Conforme usado aqui, o termo "cada", quando usado em referéncia a
uma colegado de itens, se destina a identificar um item individual na colegao, mas
nao necessariamente referir-se a cada item na colegdo, a menos que o contexto
indique claramente o contrario.

[047]Conforme usado aqui, o termo "volume excluido" refere-se ao volume
de espacgo ocupado por uma molécula particular até a exclusdo de outras de tais
moléculas.

[048]Conforme usado aqui, o termo "extensivel" ou "estado extensivel,"
quando usado em referéncia a um acido nucleico, tal como um iniciador, significa
que o acido nucleico é competente para adicdo de um nucleotideo (por exemplo,
através de catalise com polimerase) ou adigao de um oligonucleotideo (por exemplo,
através de catalise com ligase). Um acido nucleico que € "nao extensivel" ou esta
em um "estado de n&o extensivel" ndo é tdo competente, por exemplo, em virtude da
presenca de uma por¢cao de bloqueio de extensdo ou da auséncia de uma 3'
hidroxila.

[049]Conforme usado aqui, termo "regido intersticial" refere-se a uma area
em um substrato ou sobre uma superficie que separa outras areas do substrato ou
superficie. Por exemplo, uma regido intersticial pode separar uma caracteristica de
um arranjo de uma outra caracteristica do arranjo. As duas regides que estao
separadas uma da outra podem ser distintas, carecendo de contato entre si. Em
outro exemplo, uma regido intersticial pode separar uma primeira por¢do de uma
caracteristica de uma segunda porgéo de uma caracteristica. A separagao fornecida
por uma regido intersticial pode ser separagdo parcial ou completa. Regides
intersticiais terdo, tipicamente, um material de superficie que difere do material de
superficie das caracteristicas sobre a superficie. Por exemplo, caracteristicas de um

arranjo podem ter uma quantidade ou concentragdo de agentes de captura ou
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iniciadores que excede a quantidade ou concentragdo presente nas regides
intersticiais. Em algumas modalidades, os agentes de captura ou iniciadores podem
n&o estar presentes nas regides intersticiais.

[050]Conforme usado aqui, o termo "polimerase" se destina a ser compativel
com seu uso na técnica e inclui, por exemplo, uma enzima que produz uma réplica
complementar de uma molécula de acido nucleico usando o acido nucleico como
uma fita modelo. Tipicamente, DNA polimerases se ligam a fita modelo e, entéo, se
movem a fita modelo sequencialmente adicionando nucleotideos ao grupo hidroxila
livre na extremidade 3' de uma fita de &acido nucleico em crescimento. DNA
polimerases sintetizam, tipicamente, moléculas de DNA complementares a partir de
modelos de DNA e RNA polimerases sintetizam, tipicamente, moléculas de RNA a
partir de modelos de DNA (transcrigdo). Polimerases podem usar uma fita de DNA
ou RNA curta, denominada um iniciador, para comegar o0 crescimento de fita.
Algumas polimerases podem deslocar a fita a montante do sitio onde eles estéo
adicionando bases a uma cadeia. Tais polimerases s&o ditas como sendo de
deslocamento de fita, significando que elas tém uma atividade que remove uma fita
complementar de uma fita modelo que esta sendo lida pela polimerase. Polimerases
tendo atividade de deslocamento de fita exemplificativas incluem, sem limitagcéo, o
fragmento grande de polimerase Bst (Bacillus stearothermophilus), exo-polimerase
Klenow ou exo-polimerase T7 de grau para sequenciamento. Algumas polimerases
degradam a fita na frente delas, efetivamente substituindo-a pela cadeia em
crescimento por tras (atividade de 5' exonuclease). Algumas polimerases tém uma
atividade que degrada a fita por tras delas (atividade de 3' exonuclease). Algumas
polimerases uteis foram modificadas, quer por mutagcdo ou de outra forma, para
reduzir ou eliminar a atividade de 3' ou 5' exonuclease.

[051]Conforme usado aqui, o termo "acido nucleico" se destina a ser

consistente com seu uso na técnica e inclui acidos nucleicos de ocorréncia natural
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ou analogos funcionais dos mesmos. Analogos funcionais particularmente uteis s&o
capazes de hibridizar a um acido nucleico de um modo sequéncia-especifico ou
capazes de serem usados como um modelo para replicagdo de uma sequéncia de
nucleotideos particular. Acidos nucleicos de ocorréncia natural tém, geralmente, um
esqueleto contendo ligagbes fosfodiéster. Uma estrutura analoga pode ter uma
ligacado de esqueleto alternativa, incluindo qualquer uma de uma variedade daquelas
conhecidas na técnica. Acidos nucleicos de ocorréncia natural tém, geralmente, um
acucar desoxirribose (por exemplo, encontrado em acido desoxirribonucleico (DNA))
ou um agucar ribose (por exemplo, encontrado em acido ribonucleico (RNA)).

[052]Um acido nucleico que pode conter qualquer um de uma variedade de
analogos destas por¢cdes de agucar que sdo conhecidos na técnica. Um acido
nucleico pode incluir bases nativas ou nao nativas. A este respeito, um acido
desoxirribonucleico nativo pode ter uma ou mais bases selecionadas grupo que
consiste em adenina, timina, citosina ou guanina e um acido ribonucleico pode ter
um ou mais bases selecionadas do grupo que consiste em uracila, adenina, citosina
ou guanina. Bases nao nativas uteis que podem ser incluidas em um acido nucleico
sao conhecidas na técnica. O termo "alvo", quando usado em referéncia a um acido
nucleico, se destina a significar um identificador para o acido nucleico no contexto de
um meétodo ou composigdo apresentada aqui e ndo necessariamente limitar a
estrutura ou funcdo do acido nucleico além do que € expressamente indicado o
contrario.

[053]Conforme usado aqui, o termo "taxa", quando usado em referéncia ao
transporte, amplificacdo, captura ou outros processos quimicos, se destina a ser
consistente com seu significado em cinética quimica e cinética bioquimica. Taxas
para dois processos podem ser comparadas em relagdo as taxas maximas (por
exemplo, em saturacgdo), taxas em estado de pré-constante (por exemplo, antes de

equilibrio), constantes de taxa cinética ou outras medidas conhecidas na técnica. Em
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modalidades particulares, uma taxa para um processo particular pode ser
determinada em relagdo ao tempo total para conclusdo do processo. Por exemplo,
uma taxa de amplificacdo pode ser determinada em relagdo ao tempo necessario
para que a amplificacdo seja concluida. No entanto, uma taxa para um processo
particular ndo precisa de ser determinada em relacdo ao tempo total para conclusao
do processo.

[054]Conforme usado aqui, o termo "recombinase" se destina a ser
compativel com seu uso na técnica e inclui, por exemplo, proteina RecA, a proteina
T4 uvsX, qualquer proteina homdéloga ou complexo de proteina de qualquer filo ou
variantes funcionais das mesmas. Homoélogos de RecA eucariotas s&o geralmente
denominados Rad51 apd6s o primeiro membro deste grupo ser identificado. Outras
recombinases ndo homologas podem ser utilizadas em lugar de RecA, por exemplo,
RecT ou RecO.

[055]Conforme usado aqui, o termo "proteina de ligagédo fita simples" se
destina a referir-se a qualquer proteina que tem uma fung¢do de ligagdo a um acido
nucleico fita simples, por exemplo, para evitar recozimento prematuro, proteger o
acido nucleico fita simples contra digestdo com nuclease, remover a estrutura
secundaria do acido nucleico ou facilitar a replicacédo do acido nucleico. O termo se
destina a incluir, mas nao estd necessariamente limitado a, proteinas que sao
formalmente identificadas como proteinas de Ligagdo Fita Simples pelo
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (NC-IUBMB). Proteinas de ligacéo fita simples exemplificativas incluem,
porém sem limitagdes, SSB de E. coli, T4 gp32, gene 2.5 SSB de T7, fago phi 29
SSB, qualquer proteina homodloga ou complexo de proteinas de qualquer filo ou
variantes funcionais das mesmas.

[056]Conforme usado aqui, o termo "transporte" refere-se ao movimento de

uma molécula através de um fluido. O termo pode incluir transporte passivo, tal
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como movimento de moléculas ao longo de seu gradiente de concentragéo (por
exemplo, difusdo passiva). O termo pode também incluir transporte ativo, pelo qual
moléculas podem se mover ao longo de seu gradiente de concentragdo ou contra
seu gradiente de concentragdo. Assim, transporte pode incluir aplicacdo de energia
para mover uma ou mais moléculas em uma diregdo desejada ou para uma
localizag&o desejada, tal como um sitio de amplificagéo.

[057]Conforme usado aqui, o termo "sequéncia universal" refere-se a uma
regidao de sequéncia que € comum a duas ou mais moléculas de acido nucleico,
onde as moléculas tém também regides de sequéncia que diferem umas das outras.
Uma sequéncia universal que esta presente em diferentes membros de uma colecao
de moléculas pode permitir captura de varios acidos nucleicos diferentes usando
uma populagao de acidos nucleicos de captura universais que sdo complementares
a sequéncia universal. Similarmente, uma sequéncia universal presente em
diferentes membros de uma colecdo de moléculas pode permitir a replicagdo ou
amplificagdo de multiplos acidos nucleicos diferentes usando uma populagdo de
iniciadores universais que sao complementares a sequéncia universal. Assim, um
acido nucleico de captura universal ou um iniciador universal inclui uma sequéncia
que pode hibridizar especificamente a uma sequéncia universal. Moléculas de acido
nucleico alvo podem ser modificadas para ligar adaptadores universais, por exemplo,
em uma ou ambas as extremidades das diferentes sequéncias alvo.

[058]A presente descrigdo proporciona um meétodo para amplificacdo de
acidos nucleicos. O método inclui as etapas de (a) fornecimento de um reagente de
amplificagdo, incluindo (i) um arranjo de sitios de amplificagc&o e (ii) uma solu¢do que
tem uma pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reagdo do reagente
de amplificagdo para produzir uma pluralidade de sitios de amplificacdo que tém,
cada um, uma populagao clonal de amplicons de um acido nucleico alvo individual a

partir da solugdo, em que a reacgdo inclui simultaneamente (i) transporte dos
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diferentes acidos nucleicos alvo para os sitios de amplificagdo em uma taxa média
de transporte e (ii) amplificagdo dos acidos nucleicos alvo em sitios de amplificagéo
em uma taxa média de amplificagcdo, em que a taxa média de amplificacdo excede a
taxa média de transporte. Em modalidades particulares, o numero de diferentes
acidos nucleicos alvo na solugdo excede o numero de sitios de amplificagdo no
arranjo. Tipicamente, os diferentes acidos nucleicos alvo tém acesso fluidico a
pluralidade de sitios de amplificagdo. Além disso, cada um dos sitios de amplificacao
pode, opcionalmente, ter uma capacidade de varios acidos nucleicos na pluralidade
de diferentes acidos nucleicos.

[059]Também ¢é fornecido um método para amplificacao de acidos nucleicos
que inclui as etapas de (a) fornecimento de um reagente de amplificag&o, incluindo
(i) um arranjo de sitios de amplificag&o e (ii) uma solu¢do que tem uma pluralidade
de diferentes acidos nucleicos alvo; e (b) reagdo do reagente de amplificagdo para
produzir uma pluralidade de sitios de amplificacdo que incluem, cada um, uma
populacdo clonal de amplicons de um acido nucleico alvo individual a partir da
solugéo, em que a reagao inclui (i) produ¢cado de um primeiro amplicon a partir de um
acido nucleico alvo individual em cada um dos sitios de amplificagao e (ii) produgéo
de amplicons subsequentes a partir do acido nucleico alvo individual em cada um
dos sitios de amplificacdo ou a partir do primeiro amplicon, em que a taxa meédia na
qual os amplicons subsequentes sdo gerados nos sitios de amplificacdo excede a
taxa média na qual o primeiro amplicon é gerado nos sitios de amplificagcdo. Em
modalidades particulares, o numero de diferentes acidos nucleicos alvo na solugao
excede o numero de sitios de amplificagcdo no arranjo. Tipicamente, os diferentes
acidos nucleicos alvo tém acesso fluidico a pluralidade de sitios de amplificagao.
Além disso, cada um dos sitios de amplificacdo pode, opcionalmente, ter uma
capacidade de varios acidos nucleicos na pluralidade de diferentes acidos nucleicos.

[060]JUm arranjo de sitios de amplificagdo usados em um método
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apresentado aqui pode estar presente em um ou mais substratos. Tipos
exemplificativos de materiais de substrato que podem ser usados para um arranjo
incluem vidro, vidro modificado, vidro funcionalizado, vidros inorgénicos,
microesferas (por exemplo, particulas magnéticas e/ou inertes), plasticos,
polissacarideos, nailon, nitrocelulose, cerdmica, resinas, silica, materiais com base
em silica, carbono, metais, uma fibra éptica ou feixes de fibras 6pticas, polimeros e
placas com multiplas cavidades (por exemplo, microtitulagdo). Plasticos
exemplificativos incluem acrilicos, poliestireno, copolimeros de estireno e outros
materiais, polipropileno, polietileno, polibutileno, poliuretanos e Teflon™. Materiais
com base em silica exemplificativos incluem silicio e varias formas de silicio
modificado. Em modalidades particulares, um substrato pode estar dentro ou ser
parte de um vaso, tal como uma cavidade, tubo, canal, cubeta, placa de Petri,
garrafa ou similar. Um vaso particularmente util € uma célula de fluxo, por exempilo,
conforme descrito no documento US 2010/0111768 A1 ou Bentley et al., Nature 456:
53-59 (2008), cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia. Células de fluxo
exemplificativas sao aquelas que estdo comercialmente disponiveis da lllumina, Inc.
(San Diego, CA). Outro vaso particularmente util € uma cavidade em uma placa com
multiplas cavidades ou placa de microtitulacao.

[061]Em algumas modalidades, os sitios de um arranjo podem ser
configurados como caracteristicas sobre uma superficie. As caracteristicas podem
estar presentes em qualquer um de uma variedade de formatos desejados. Por
exemplo, os sitios podem ser cavidades, pogos, canais, ressaltos, regides elevadas,
estacas, postes ou similares. Conforme afirmado acima, os sitios podem conter
esferas. No entanto, em modalidades particulares, os sitios ndo precisam conter
uma esfera ou particula. Sitios exemplificativos incluem cavidades que estédo
presentes em substratos usados para plataformas de sequenciamento comerciais

vendidas pela 454 LifeSciences (uma subsidiaria da Roche, Basel, Suiga) ou lon

Peticdo 870190130774, de 09/12/2019, pag. 33/91



23/75

Torrent (uma subsidiaria da Life Technologies, Carlsbad, Califérnia). Outros
substratos tendo cavidades incluem, por exemplo, fibras Opticas gravadas e outros
substratos descritos nos documentos US 6.266.459; US 6.355.431; US 6.770.441,
US 6.859.570; US 6.210.891; US 6.258.568; US 6.274.320; US 2009/0026082 A1;
US 2009/0127589 A1; US 2010/0137143 A1; US 2010/0282617 A1 ou Publicagao
PCT N° WO 00/63437, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia. Em
varios casos, 0s substratos sao exemplificados nestas referéncias para aplicacbes
que usam esferas nas cavidades. Os substratos contendo cavidades podem ser
usados com ou sem esferas nos métodos ou composi¢cdes da presente descrigcao.
Em algumas modalidades, cavidades de um substrato podem incluir um material em
gel (com ou sem esferas), conforme apresentado no Pedido Prov. dos Estados
Unidos N° 61/769.289, o qual € aqui incorporado por referéncia.

[062]Os sitios de um arranjo podem ser caracteristicas de metal sobre uma
superficie ndo metalica, tal como vidro, plastico ou outros materiais exemplificados
acima. Uma camada de metal pode ser depositada sobre uma superficie usando
meétodos conhecidos na técnica, tal como corrosdo a umido por plasma, corrosao a
seco por plasma, depésito de camada atdmica, corrosdo por feixe de ions, depdsito
de vapor quimico, pulverizagédo catodica sob vacuo ou similar. Qualquer um de uma
variedade de instrumentos comerciais pode ser usado conforme apropriado
incluindo, por exemplo, os sistemas FlexAL®, OpAL®, lonfab 300plus® ou Optofab
3000® (Oxford Instruments, Reino Unido). Uma camada de metal pode também ser
depositada por evaporacao de feixe eletrénico ou pulverizagao catddica, conforme
apresentado em Thornton, Ann. Rev. Mater. Sci. 7:239-60 (1977), o qual é aqui
incorporado por referéncia. Técnicas de depodsito de camada de metal, tais como
aqueles exemplificados acima, podem ser combinadas com técnicas de fotolitografia
para criar regidbes ou remendos de metal sobre uma superficie. Exemplos de

meétodos para combinacdo de técnicas de depdsito de camada de metal e técnicas
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de fotolitografia s&o fornecidos nos Exemplos | e Il abaixo e na Patente dos Estados
Unidos N° de Série US 13/492.661, a qual € aqui incorporada por referéncia.

[063]Um arranjo de caracteristicas pode aparecer como uma grade de
pontos ou remendos. As caracteristicas podem estar localizadas em um padrao que
se repete ou em um padrdo que nao se repete irregular. Padrbées particularmente
uteis sado padrées hexagonais, padrdes retilineos, padrées de grade, padrbes tendo
simetria reflexiva, padrées tendo simetria de rotacdo ou similar. Padrdes
assimétricos também podem ser uteis. A distdncia pode ser a mesma entre
diferentes pares de caracteristicas vizinhas mais préximas ou a distancia pode variar
entre diferentes pares de caracteristicas vizinhas mais préximas. Em modalidades
particulares, as caracteristicas de cada um arranjo podem ter uma area que € maior
do que cerca de 100 nm?, 250 nm?, 500 nm?, 1 ym?, 2,5 ym?, 5 ym?, 10 um?, 100
um? ou 500 um?2. Alternativa ou adicionalmente, as caracteristicas de cada um
arranjo podem ter uma area que é menor do que cerca de 1 mm?2, 500 um?, 100 um?,
25 uym?, 10 ym?, 5 ym?, 1 ym?, 500 nm? ou 100 nm?. Na verdade, uma regido pode
ter um tamanho que se estd em uma faixa entre um limite maximo e minimo
selecionado daqueles exemplificados acima.

[064]Para modalidades que incluem um arranjo de caracteristicas sobre uma
superficie, as caracteristicas podem ser distintas, sendo separadas por regides
intersticiais. O tamanho das caracteristicas e/ou espagamento entre as regides
podem variar de tal modo que os arranjos podem ser de alta densidade, média
densidade ou baixa densidade. Arranjos de alta densidade sdo caracterizados como
tendo regides separadas por menos do que cerca de 15 ym. Arranjos de média
densidade tém regides separadas por cerca de 15 a 30 ym, enquanto que arranjos
de baixa densidade tém regides separadas por mais do que 30 ym. Um arranjo util
na presente invencéo pode ter regides que estdo separadas por menos de 100 ym,

50 um, 10 ym, 5 ym, 1 ym ou 0,5 pm.
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[065]Em modalidades particulares, um arranjo pode incluir uma colegao de
esferas ou outras particulas. As particulas podem estar suspensas em uma solugao
ou elas podem estar localizadas sobre a superficie de um substrato. Exemplos de
arranjo de esferas em solugdo sdo aqueles comercializados pela Luminex (Austin,
TX). Exemplos de arranjos que tém esferas localizadas sobre uma superficie
incluem aqueles em que as esferas estdo localizadas em cavidades, tal como um
arranjo BeadChip (lllumina Inc., San Diego CA) ou substratos usados em
plataformas de sequenciamento da 454 LifeSciences (uma subsidiaria da Roche,
Basel, Suica) ou lon Torrent (uma subsidiaria da Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia). Outros arranjos com esferas localizadas sobre uma superficie estao
descritos nos documentos US 6.266.459; US 6.355.431; US 6.770.441; US
6.859.570; US 6.210.891; US 6.258.568; US 6.274.320; US 2009/0026082 A1; US
2009/0127589 A1; US 2010/0137143 A1; US 2010/0282617 A1 ou A Publicagéo
PCT N° WO 00/63437, cada um dos quais é aqui incorporado por referéncia. Varias
das referéncias acima descrevem métodos para fixacdo de acidos nucleicos alvo as
esferas antes de carregamento das esferas em ou sobre um substrato de arranjo. No
entanto, devera ser entendido que as esferas podem ser feitas para incluir
iniciadores de amplificagcao e as esferas podem, entdo, ser usadas para carregar um
arranjo, deste modo, formando sitios de amplificagdo para uso em um método
apresentado aqui. Conforme afirmado anteriormente aqui, os substratos podem ser
usados sem esferas. Por exemplo, iniciadores de amplificacdo podem ser presos
diretamente as cavidades ou ao material em gel nas cavidades. Assim, as
referéncias sao ilustrativas de materiais, composi¢cdes ou aparelhos que podem ser
modificados para uso nos métodos e composi¢cdes apresentados aqui.

[066]Sitios de amplificagdo de um arranjo podem incluir uma pluralidade de
agentes de captura capazes de ligagdo aos acidos nucleicos alvo. Agentes de

captura exemplificativos incluem receptores e/ou ligantes tendo um respectivo
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parceiro de ligacdo preso aos acidos nucleicos alvo, exemplos dos quais sao
apresentados anteriormente aqui. Um agente de captura particularmente util é um
acido nucleico de captura que € complementar a uma sequéncia de um ou mais
acidos nucleicos alvo. Por exemplo, acidos nucleicos de captura que estao
presentes em um sitio de amplificacdo podem ter uma sequéncia de captura
universal que € complementar a uma sequéncia universal que esta presente em uma
sequéncia adaptadora de cada acido nucleico alvo. Em algumas modalidades, o
acido nucleico de captura também pode funcionar como um iniciador para
amplificagdo do acido nucleico alvo (quer ele também contenha ou n&o uma
sequéncia universal).

[067]Em modalidades particulares, um agente de captura, tal como um acido
nucleico de captura, pode estar ligado ao sitio de amplificagdo. Por exemplo, o
agente de captura pode estar ligado a superficie de um caracteristica de um arranjo.
A ligacdo pode ser através de uma estrutura intermediaria, tal como uma esfera,
particula ou gel. A ligagdo de acidos nucleicos de captura a um arranjo através de
um gel é mostrada no Exemplo | abaixo e ainda exemplificada por células de fluxo
comercialmente disponiveis da lllumina Inc. (San Diego, CA) ou descritas no
documento WO 2008/093098, o qual é aqui incorporado por referéncia. Exemplos de
géis que podem ser usados nos métodos e aparelhos apresentados aqui incluem,
porém sem limitagdes, aqueles que tém uma estrutura coloidal, tal como agarose;
estrutura de malha polimérica, tal como gelatina; ou estrutura de polimero reticulado,
tal como poliacrilamida, SFA (vide, por exemplo, Publicacdo de Pedido de Patente
dos Estados Unidos N° 2011/0059865 A1, a qual é aqui incorporada por referéncia)
ou PAZAM (vide, por exemplo, Pedido Provisorio de Patente dos Estados Unidos N°
61/753.833, o qual €& aqui incorporado por referéncia). Ligacdo através de uma
esfera pode ser obtida conforme exemplificado na descricdo e referéncias citadas

anteriormente apresentadas aqui.
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[068]Em algumas modalidades, as caracteristicas sobre a superficie de um
substrato de arranjo n&o sdo contiguas, sendo separadas por regides intersticiais da
superficie. Regibes intersticiais que tém uma quantidade ou concentragédo
substancialmente menor de agentes de captura, comparado com as caracteristicas
do arranjo, sdo vantajosas. Regides intersticiais que carecem de agentes de captura
sdo particularmente vantajosas. Por exemplo, uma quantidade relativamente
pequena ou auséncia de porgdes de captura nas regides intersticiais favorece a
localizag&o de acidos nucleicos alvo e agrupamentos subsequentemente gerados as
caracteristicas desejadas. Em modalidades particulares, as caracteristicas podem
ser caracteristicas concavas em uma superficie (por exemplo, cavidades) e as
caracteristicas podem conter um material em gel. As caracteristicas contendo gel
podem ser separadas umas das outras por regides intersticiais sobre a superficie
onde o gel esta substancialmente ausente ou, se presente, o gel é substancialmente
incapaz de suportar a localizagdo de acidos nucleicos. Métodos e composi¢des para
producdo e uso de substratos tendo caracteristicas contendo gel, tais como
cavidades, sdo apresentados no Pedido Provisério dos Estados Unidos N°
61/769.289, o qual é aqui incorporado por referéncia.

[069]Acidos nucleicos alvo usados em um método ou composicdo da
presente descricdo podem ser compostos por DNA, RNA ou analogos dos mesmos.
A fonte de acidos nucleicos alvo pode ser DNA gendmico, RNA mensageiro ou
outros acidos nucleicos de fontes nativas. Em alguns casos, os acidos nucleicos alvo
que sao derivados de tais fontes podem ser amplificados antes de uso em um
método ou composigdo aqui. Qualquer uma de uma variedade de técnicas
conhecidas de amplificagdo pode ser usada incluindo, porém sem limitagdes, reagao
em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), amplificacdo por
circulo rolante (Rolling Circle Amplification - RCA), amplificacdo por deslocamento

multiplo (Multiple Displacement Amplification - MDA) ou amplificagdo primaria
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aleatéria (Random Prime Amplification - RPA). Devera ser entendido que
amplificagdo de acidos nucleicos alvo antes de seu uso em um método ou
composi¢cado descrita aqui € opcional. Como tal, acidos nucleicos alvo nao seréo
amplificados antes de serem usados em algumas modalidades dos métodos e
composicdes apresentados aqui. Acidos nucleicos alvo podem, opcionalmente, ser
derivados de bibliotecas sintéticas. Acidos nucleicos sintéticos podem ter
composi¢cées de DNA ou RNA nativo ou podem ser analogos dos mesmos.
[070]Amostras biolégicas exemplificativas das quais os acidos nucleicos alvo
podem ser derivados incluem, por exemplo, aquelas de um mamifero, tal como um
roedor, camundongo, rato, coelho, porquinho-da-india, ungulados, cavalo, ovelha,
porco, cabra, vaca, gato, cao, primata, ser humano ou primata ndo humano; uma
planta, tal como Arabidopsis thaliana, milho, sorgo, aveia, trigo, arroz, canola, ou
soja; uma alga, tal como Chlamydomonas reinhardtii; um nematoide, tal como
Caenorhabditis elegans; um inseto, tal como Drosophila melanogaster, mosquito,
mosca da fruta, abelha ou aranha; um peixe, tal como peixe-zebra; um réptil; um
anfibio, tal como um sapo ou Xenopus laevis; um Dictyostelium discoideum; um
fungo, tal como Pneumocystis carinii, Takifugu rubripes, levedura, Saccharomyces
cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe; ou Plasmodium falciparum. Acidos
nucleicos alvo podem também ser derivados de um procariota, tal como uma
bactéria, Escherichia coli, Staphylococcus ou Mycoplasma pneumoniae; um archae;
um virus, tal como o virus da hepatite C ou virus da imunodeficiéncia humana; ou
um viroide. Acidos nucleicos alvo podem ser derivados de uma cultura ou populagéo
homogénea dos organismos acima ou, alternativamente, de uma colecdo de
diversos organismos diferentes, por exemplo, em uma comunidade ou ecossistema.
[071]Acidos nucleicos alvo nZo tém de ser derivados de fontes naturais e,
em vez disso, podem ser sintetizados usando técnicas conhecidas. Por exemplo,

sondas de expressédo génica ou sondas de genotipagem podem ser sintetizadas e
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usadas para criar um arranjo nos metodos apresentados aqui.

[072]Em algumas modalidades, acidos nucleicos alvo podem ser obtidos
como fragmentos de um ou mais acidos nucleicos maiores. Fragmentagao pode ser
realizada usando qualquer de um variedade de métodos conhecidos na técnica
incluindo, por exemplo, nebulizagdo, sonicagdo, clivagem quimica, clivagem
enzimatica ou cisalhamento fisico. Fragmentagdo pode também resultar do uso de
uma técnica de amplificacdo particular que produz amplicons ao formar copias
apenas de uma porcdo de um acido nucleico maior. Por exemplo, amplificagao por
PCR produz fragmentos tendo um tamanho definido pelo comprimento do fragmento
entre os iniciadores de flanqueamento usados para amplificagao.

[073]Uma populagdo de acidos nucleicos alvo, ou amplicons dos mesmos,
pode ter um comprimento médio de cadeia que € desejado ou apropriado para uma
aplicagao particular das composi¢cdes ou métodos apresentados aqui. Por exemplo,
o comprimento meédio de fita pode ser menos de cerca de 100.000 nucleotideos,
50.000 nucleotideos, 10.000 nucleotideos, 5.000 nucleotideos, 1.000 nucleotideos,
500 nucleotideos, 100 nucleotideos ou 50 nucleotideos. Alternativa ou
adicionalmente, o comprimento médio de fita pode ser maior do que cerca de 10
nucleotideos, 50 nucleotideos, 100 nucleotideos, 500 nucleotideos, 1.000
nucleotideos, 5.000 nucleotideos, 10.000 nucleotideos, 50.000 nucleotideos ou
100.000 nucleotideos. O comprimento meédio de fita para a populacdo de acidos
nucleicos alvo, ou amplicons dos mesmos, pode estar em uma faixa entre um valor
maximo e minimo apresentados acima. Devera ser entendido que amplicons
gerados em um sitio de amplificagdo (ou de outro modo feitos ou usados aqui) pode
ter um comprimento médio de fita que esta em uma faixa entre um limite maximo e
minimo selecionado daqueles exemplificados acima.

[074]Em alguns casos, uma populacdo de acidos nucleicos alvo pode ser

produzida sob condi¢des ou de outro modo configurada para ter um comprimento
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maximo para seus membros. Por exemplo, o comprimento maximo para os membros
que sao usados em uma ou mais etapas de um método apresentado aqui ou que
estdo presentes em uma composicdo particular pode ser menos do que cerca de
100.000 nucleotideos, 50.000 nucleotideos, 10.000 nucleotideos, 5.000
nucleotideos, 1.000 nucleotideos, 500 nucleotideos, 100 nucleotideos ou 50
nucleotideos. Alternativa ou adicionalmente, uma populacdo de acidos nucleicos
alvo, ou amplicons dos mesmos, pode ser produzida sob condi¢des ou de outro
modo configurada para ter um comprimento minimo para seus membros. Por
exemplo, o comprimento minimo para os membros que sdo usados em uma ou mais
etapas de um método apresentado aqui ou que estdo presentes em uma
composi¢cdo particular pode ser mais do que cerca de 10 nucleotideos, 50
nucleotideos, 100 nucleotideos, 500 nucleotideos, 1.000 nucleotideos, 5.000
nucleotideos, 10.000 nucleotideos, 50.000 nucleotideos ou 100.000 nucleotideos. O
comprimento maximo e minimo de fita para acidos nucleicos alvo em uma populagao
pode estar em uma faixa entre um valor minimo e maximo apresentados acima.
Devera ser entendido que amplicons gerados em um sitio de amplificagdo (ou de
outro modo produzidos ou usados aqui) podem ter comprimentos maximos e/ou
minimos de fita em uma faixa entre os limites maximo e minimo exemplificados
acima.

[075]Em modalidades particulares, os acidos nucleicos alvo s&o
dimensionados em relacdo a area dos sitios de amplificagdo, por exemplo, para
facilitar exclusao cinética. Por exemplo, a area para cada um dos sitios de um
arranjo pode ser maior do que o diametro do volume excluido dos acidos nucleicos
alvo de forma a obter exclusdo cinética. Tomando, por exemplo, modalidades que
utilizam um arranjo de caracteristicas sobre uma superficie, a area para cada uma
das caracteristicas pode ser maior do que o didmetro do volume excluido dos acidos

nucleicos alvo que sao transportados para os sitios de amplificacdo. O volume
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excluido para um acido nucleico alvo e seu diametro podem ser determinados, por
exemplo, a partir do comprimento do acido nucleico alvo. Métodos para
determinacdo do volume excluido de acidos nucleicos e o diametro do volume
excluido sdo descritos, por exemplo, no documento US 7.785.790; Rybenkov et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 5307-5311 (1993); Zimmerman et al., J. Mol. Biol.
222: 599-620 (1991); ou Sobel et al., Biopolymers 31: 1559-1564 (1991), cada um
dos quais € aqui incorporado por referéncia.

[076]Sitios de amplificagdo de um arranjo podem incluir uma pluralidade de
iniciadores que sdo usados para produzir amplicons a partir de um acido nucleico
alvo. Em algumas modalidades, os iniciadores que estdo presentes em um sitio de
amplificagdo podem ter uma sequéncia de iniciador universal que € complementar a
uma sequéncia universal que esta presente em uma sequéncia adaptadora de cada
acido nucleico alvo. Em modalidades particulares, a pluralidade de iniciadores pode
estar ligada ao sitio de amplificagdo. Os iniciadores podem estar ligados a um sitio
de amplificagdo conforme apresentado acima para captura de acidos nucleicos.

[077]Como apresentado anteriormente aqui, as caracteristicas sobre a
superficie de um substrato de arranjo podem ser ndo contiguas, sendo separadas
por regides intersticiais da superficie. Em modalidades particulares, as regides
intersticiais terdo uma quantidade ou concentragdo substancialmente menor de
iniciadores, comparado com as caracteristicas do arranjo. Regibes intersticiais que
carecem de iniciadores sdo particularmente vantajosas. Por exemplo, uma
quantidade relativamente pequena ou auséncia de iniciadores nas regides
intersticiais favorece a localizagdo de fragmentos amplificados as caracteristicas
sobre a superficie do arranjo. Esta configuragdo cria uma fronteira para cada
caracteristica do arranjo, deste modo, conferindo a caracteristica uma capacidade
finita para amplicons produzidos por amplificagdo de um acido nucleico alvo

semeado em métodos apresentados aqui.
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[078]Um método da presente descricao pode incluir um etapa de reacao de
um reagente de amplificacdo para produzir uma pluralidade de sitios de amplificagao
que incluem, cada um, uma populacédo clonal de amplicons de um acido nucleico
alvo individual que tenha semeado o sitio. Em algumas modalidades, a reagéao de
amplificagdo prossegue até que um numero suficiente de amplicons sejam gerados
para preencher a capacidade do respectivo sitio de amplificacdo. Preenchimento de
um sitio ja semeado até a capacidade exclui, desta forma, subsequentes acidos
nucleicos alvo de residirem no sitio, deste modo, produzindo uma populagéo clonal
de amplicons no sitio. Assim, é desejavel, em algumas modalidades, que a taxa na
qual amplicons sdo gerados para preencher a capacidade de sitios de amplificagédo
exceda a taxa na qual os acidos nucleicos alvo individuais s&o transportados para os
sitios de amplificacao individuais, respectivamente.

[079]Em algumas modalidades, clonalidade aparente pode ser obtida
mesmo se um sitio de amplificacdo ndo estd completamente preenchido até a
capacidade antes que um segundo acido nucleico alvo chegue ao sitio. Sob algumas
condicdes, amplificacdo de um primeiro acido nucleico alvo pode proceder para um
ponto onde um numero suficiente de cépias sao feitas para competir ou impedir
eficazmente a produgdo de coépias de um segundo acido nucleico alvo que é
transportado para o sitio. Por exemplo, em uma modalidade que usa um processo
de amplificacdo em ponte sobre uma caracteristica circular que tem menos de 500
nm de diametro, foi determinado que, apds 14 ciclos de amplificacdo exponencial
para um primeiro acido nucleico alvo, contaminagé&o a partir de um segundo acido
nucleico alvo no mesmo sitio produzira um numero insuficiente de amplicons
contaminantes que tém um impacto adverso sobre a analise de sequenciamento-
por-sintese em uma plataforma de sequenciamento lllumina.

[080]Conforme demonstrado pelo exemplo acima, sitios de amplificagdo em

um arranjo nao precisam ser totalmente clonais em todas as modalidades. Em vez
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disso, para algumas aplicagdes, um sitio de amplificagdo individual pode ser
predominantemente preenchido com amplicons de um primeiro acido nucleico alvo e
pode também ter um baixo nivel de amplicons contaminantes de um segundo acido
nucleico alvo. Um arranjo pode ter um ou mais sitios de amplificagdo que tém um
baixo nivel de amplicons contaminantes, na medida em que o nivel de contaminacao
nao tenha um impacto inaceitavel sobre um subsequente uso do arranjo. Por
exemplo, quando o arranjo tem de ser usado em uma aplicagdo de detecgédo, um
nivel aceitavel de contaminagdo seria um nivel que ndo tem um impacto de sinal
para ruido ou resolucdo da técnica de deteccdo de uma maneira inaceitavel.
Consequentemente, a clonalidade aparente sera, em geral, relevante para um uso
ou aplicagdo particular de um arranjo feito pelos métodos apresentados aqui.
Exemplos de niveis de contaminacdo que podem ser aceitaveis em um sitio de
amplificacédo individual para aplicagbes particulares incluem, porém sem limitagoes,
no maximo 0,1%, 0,5%, 1%, 5%, 10% ou 25% de amplicons contaminantes. Um
arranjo pode incluir um ou mais sitios de amplificagdo que tém estes niveis
exemplificativos de amplicons contaminantes. Por exemplo, até 5%, 10%, 25%, 50%,
75% ou mesmo 100% dos sitios de amplificacdo de um arranjo podem ter alguns
amplicons contaminantes.

[081]Em modalidades particulares, um método da presente descricdo €
realizado para simultaneamente (i) transportar acidos nucleicos alvo para sitios de
amplificagdo em uma taxa média de transporte e (ii) amplificar os acidos nucleicos
alvo que estdo nos sitios de amplificacdo em uma taxa média de amplificagcdo, em
que a taxa média de amplificacdo excede a taxa média de transporte.
Consequentemente, exclusao cinética pode ser obtida em tais modalidades usando
uma taxa de transporte relativamente lenta. Por exemplo, uma concentragcéo
suficientemente baixa de acidos nucleicos alvo pode ser selecionada para atingir

uma taxa média de transporte desejada, concentragcbes menores resultando em
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taxas médias de transporte mais lentas. Alternativa ou adicionalmente, uma solugéo
de alta viscosidade e/ou a presenca de reagentes de aglomeragdo moleculares na
solugdo podem ser usados para reduzir as taxas de transporte. Reagentes de
aglomeragcdo molecular exemplificativos uteis incluem, porém sem limitagdes,
polietileno glicol (PEG), Ficoll, dextrana ou alcool polivinilico. Reagentes de
aglomeragcdo molecular e formulagbes exemplificativos sao apresentados no
documento US 7.399.590, o qual € aqui incorporado por referéncia. Outro fator que
pode ser ajustado para se obter uma taxa de transporte desejada é o tamanho
médio dos acidos nucleicos alvo.

[082]Em algumas modalidades dos métodos, acidos nucleicos alvo podem
ser transportados, por exemplo, por difusdo ou outro processo, para sitios de
amplificacdo antes do inicio de amplificacdo. Neste caso, exclusdo cinética pode ser
alcangada explorando uma taxa relativamente lenta de criagdo de um primeiro
amplicon comparado com a taxa na qual amplicons subsequentes sao feitos. Por
exemplo, diferentes taxas de formagdo de amplicon podem ser conseguidas
mediante uso de um primeiro iniciador para formacéo do primeiro amplicon que esta
inicialmente em um estado ndo extensivel temporariamente e outros iniciadores para
formagao de subsequentes amplicons que estdo em um estado extensivel ao longo
da reacado de amplificacdo. Como tal, um atraso na conversao do primeiro iniciador
para um estado extensivel provocara um atraso na formagao do primeiro amplicon,
enquanto que a formacgao de subsequentes amplicons ndo experimenta este atraso.
Deste modo, a taxa média na qual os subsequentes amplicons sdo gerados nos
sitios de amplificagdo excede a taxa média na qual o primeiro amplicon é gerado nos
sitios de amplificacao.

[083]Segue um exemplo mais detalhado de exclusdo cinética através de
taxas diferenciais de formacédo de amplicon. Um sitio de amplificacdo pode incluir

trés subpopulagdes de iniciadores ligadas ao mesmo. A primeira subpopulagao de
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iniciadores serve para capturar um acido nucleico alvo (através de uma sequéncia
de captura) e como um iniciador para formag&o do primeiro amplicon. Extens&o da
primeira subpopulagcédo de iniciadores é reversivelmente bloqueada, por exemplo,
através de um nucleotideo didesoxi na extremidade 3'. A segunda subpopulagéo de
iniciadores pode ter uma sequéncia de iniciador P5 e a terceira populagido de
iniciadores pode ter uma sequéncia de iniciador P7. Os iniciadores das primeira e
segunda subpopulagbes nao incluem o nucleotideo didesoxi e s&o, portanto,
totalmente competentes para extensdo. Acidos nucleicos alvo podem ser
construidos para incluir (de 5' para 3') uma sequéncia de ligagado ao iniciador P7,
uma de varias diferentes sequéncias de nucleotideos alvo, uma sequéncia de
ligacdo ao iniciador P5 e um complemento de sequéncia de captura. Varios acidos
nucleicos alvo diferentes podem ser hibridizados com a primeira subpopulagédo de
iniciadores (por meio das sequéncias de captura). Os iniciadores de captura podem,
entdo, ser convertidos a um estado extensivel, por exemplo, por meio de tratamento
com uma polimerase sob condigdes pirofosfordlise (por exemplo, na presenca de
excesso de pirofosfato). Condi¢ées podem ser usadas onde, em média, apenas um
dos iniciadores de captura sera convertido para uma forma extensivel durante o
periodo de tempo no qual subsequentes amplicons sdo produzidos para preencher o
sitio amplificagdo. Assim, embora varios acidos nucleicos alvo potencialmente
contaminantes possam estar presentes em um sitio de amplificacdo individual,
exclusdo cinética resultara na formacao de amplicons de apenas um dos acidos
nucleicos alvo, deste modo, criando uma populacao clonal de amplicons no sitio de
amplificagdo. Para fins ilustrativos, este exemplo foi descrito em relagdo a um unico
sitio de amplificagcdo, mas sera entendido que a reacdo pode envolver fixacdo de
nucleico alvo e amplificagdo em um arranjo de sitios de amplificagéo.

[084]Qualquer um de uma variedade de iniciadores temporariamente n&o

extensiveis pode ser usado em um método apresentado aqui juntamente com as
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respectivas técnicas e reagentes para conversido destes iniciadores para um estado
extensivel. O exemplo acima descreve o uso de um nucleotideo didesoxi que é
removido por pirofosforélise. Outros nucleotideos ndo extensiveis podem estar
presentes sobre um iniciador e ser removidos por pirofosforélise. Além disso, outros
nucleotideos didesoxi ou outros nucleotideos n&o extensiveis podem ser removidos
por meio de outras técnicas conhecidas incluindo, por exemplo, atividade de
exonuclease de uma polimerase ou outra enzima adequada. Em outras
modalidades, um iniciador pode incluir um terminador reversivel, tal como aqueles
usados em métodos de sequenciamento por sintese com base em terminador.
Exemplos de terminadores reversiveis e técnicas para sua remogao sao descritos,
por exemplo, em 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 e US 2008/0108082, cada um dos quais é
aqui incorporado por referéncia.

[085]Embora o wuso de iniciadores diferencialmente ativas provoque
diferentes taxas de formacao do primeiro amplicon e amplicons subsequentes tenha
sido exemplificado acima para uma modalidade onde acidos nucleicos alvo estédo
presentes em sitios de amplificacdo antes de amplificacdo, o método também pode
ser realizado sob condigdes em que os acidos nucleicos alvo sédo transportados (por
exemplo, por meio de difusdo) para os sitios de amplificagdo a medida que a
amplificagdo ocorre. Assim, exclusdo cinética pode explorar tanto uma taxa de
transporte relativamente lenta quanto uma producéao relativamente lenta do primeiro
amplicon em relacdo a formacdo do amplicon subsequente. Assim, uma reacédo de
amplificagcdo apresentada aqui pode ser realizada de tal modo que os acidos
nucleicos alvo sao transportados de solugdo para sitios de amplificacao
simultaneamente com (i) a produgdo de um primeiro amplicon e (ii) a producdo de

amplicons subsequentes em outros sitios do arranjo. Em modalidades particulares, a
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taxa média na qual os amplicons subsequentes sdo gerados nos sitios de
amplificacdo pode exceder a taxa meédia na qual os acidos nucleicos alvo s&o
transportados de solugdo para os sitios de amplificagdo. Em alguns casos, um
numero suficiente de amplicons pode ser gerado a partir de um unico acido nucleico
alvo em um sitio de amplificagcdo individual para preencher a capacidade do
respectivo sitio de amplificacdo. A taxa na qual amplicons s&o gerados para
preencher a capacidade de respectivos sitios de amplificacdo pode, por exemplo,
exceder a taxa na qual os acidos nucleicos alvo individuais sdo transportados de
solugéo para os sitios de amplificagéo.

[086]Um reagente de amplificacdo que é usado em um método apresentado
aqui é, de preferéncia, capaz de produzir rapidamente copias de acidos nucleicos
alvo em sitios de amplificagcdo. Tipicamente, um reagente de amplificagdo usado em
um método da presente descri¢ao inclui uma polimerase e trifosfatos de nucleotideo
(NTPs). Qualquer uma de uma variedade de polimerases conhecidas na técnica
pode ser usada mas, em algumas modalidades, pode ser preferivel usar uma
polimerase que € exonuclease negativa. Os NTPs podem ser trifosfatos de
desoxirribonucleotideo (dNTPs) para modalidades onde cépias de DNA séo feitas.
Tipicamente, as quatro espécies nativas, dATP, dTTP, dGTP e dCTP, estardao
presentes em um reagente de amplificagdo de DNA; no entanto, analogos podem
ser usados se desejado. Os NTPs podem ser trifosfatos de ribonucleotideo (rNTP)
para modalidades onde copias de RNA sao feitas. Tipicamente, as quatro espécies
nativas, rATP, rUTP, rGTP e rCTP, estardo presentes em um reagente de
amplificagdo de RNA; no entanto, analogos podem ser usados se desejado.

[087]Um reagente de amplificacdo pode incluir outros componentes que
facilitam a formagdo de amplicon e, em alguns casos, aumentar a taxa de formagéao
de amplicon. Um exemplo é uma recombinase. Recombinase pode facilitar a

formacédo de amplicon ao permitir invasao/extensao repetida. Mais especificamente,
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a recombinase pode facilitar a invasdo de um acido nucleico alvo pela polimerase e
extensao de um iniciador pela polimerase usando o acido nucleico alvo como um
modelo para formagado de amplicon. Este processo pode ser repetido como uma
reacdo em cadeia onde amplicons produzidos a partir de cada ciclo de
invasdo/extensao servem como modelos em um ciclo subsequente. O processo
pode ocorrer mais rapidamente do que PCR convencional, uma vez um ciclo de
desnaturacgao (por exemplo, através de aquecimento ou desnaturagdo quimica) n&o
€ necessario. Como tal, amplificagao facilitada por recombinase pode ser realizada
isotermicamente. Em geral, é desejavel incluir ATP ou outros nucleotideos (ou, em
alguns casos, analogos nao hidrolisaveis dos mesmos) em um reagente de
amplificagéo facilitada por recombinase para facilitar a amplificagdo. Uma mistura de
recombinase e proteina de ligacéo fita simples (Single Stranded Binding - SSB) é
particularmente util, uma vez que a SSB pode facilitar ainda mais a amplificagao.
Exemplos de formulagdes para a amplificagdo facilitada por recombinase incluem
aquelas vendidas comercialmente em kits TwistAmp por TwistDx (Cambridge, Reino
Unido). Componentes uteis de reagentes de amplificagao facilitada por recombinase
e condicdes de reagdao sao apresentados nos documentos US 5.223.414 e US
7.399.590, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia.

[088]Outro exemplo de um componente que pode ser incluido em um
reagente de amplificagao para facilitar a formagao de amplicon e, em alguns casos,
aumentar a taxa de formagao de amplicon € uma helicase. Helicase pode facilitar a
formacédo de amplicon ao permitir uma reacdo em cadeia de formacédo de amplicon.
O processo pode ocorrer mais rapidamente do que a PCR convencional, uma vez
um ciclo de desnaturacdo (por exemplo, através de aquecimento ou desnaturagao
quimica) ndo € necessario. Como tal, a amplificagéo facilitada por helicase pode ser
realizada isotermicamente. Uma mistura de helicase e proteina de ligagédo fita

simples (SSB) é particularmente util, uma vez que a SSB pode facilitar ainda mais a
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amplificacdo. Exemplos de formulagdes para a amplificagao facilitada por helicase
incluem aquelas vendidas comercialmente em kits da IsoAmp Biohelix (Beverly, MA).
Além disso, exemplos de formulagdes uteis que incluem uma proteina helicase sao
descritos nos documentos US 7.399.590 e US 7.829.284, cada um dos quais € aqui
incorporado por referéncia.

[089]Ainda outro exemplo de um componente que pode ser incluido em um
reagente de amplificagao para facilitar a formagao de amplicon e, em alguns casos,
aumentar a taxa de formagéo de amplicon é uma proteina de ligagédo a origem.

[090]A taxa na qual uma reacédo de amplificagéo ocorre pode ser aumentada
ao aumentar a concentragao ou quantidade de um ou mais dos componentes ativos
de uma reacdo de amplificacdo. Por exemplo, a quantidade ou concentragcdo de
polimerase, trifosfatos de nucleotideos, iniciadores, recombinase, helicase ou SSB
pode ser aumentada para aumentar a taxa de amplificacdo. Em alguns casos, a
quantidade ou concentracdo de um ou mais componentes ativos de uma reacao de
amplificagdo que é aumentada (ou de outro modo manipulada em um método
apresentado aqui) sdo componentes n&o acido nucleico da reagdo de amplificagéo.

[091]A taxa de amplificacdo pode também ser aumentada em um método
apresentado aqui ajustando a temperatura. Por exemplo, a taxa de amplificagdo em
um ou mais sitios de amplificacdo pode ser aumentada ao aumentar a temperatura
no(s) sitio(s) até uma temperatura maxima de reag&o onde a taxa diminui em virtude
de desnaturagdo ou outros eventos adversos. Temperaturas 6timas ou desejadas
podem ser determinadas a partir de propriedades conhecidas dos componentes de
amplificacdo em uso ou empiricamente para uma dada mistura de reacdo de
amplificacdo. Propriedades de iniciadores usados para amplificacdo também podem
ser ajustadas para aumentar a taxa de amplificagdo. Por exemplo, a sequéncia e/ou
o comprimento dos iniciadores pode ser ajustado. Tais ajustes podem ser feitos com

base em uma previsdo a priori da temperatura de fusdo (Tm) do iniciador ou
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empiricamente.

[092]Outra opgao para o aumento da taxa de amplificagdo em um sitio de
amplificagdo € aumentar a concentragao local de um ou mais componentes ativos da
reacdo de amplificacdo no sitio de amplificacdo. Os componentes ativos podem
incluir um ou mais componentes ndo acido nucleico. Em algumas modalidades, um
ou mais componentes ativos de uma reacdo de amplificagdo podem ser atraidos
para um sitio de amplificacdo usando manipulagdes elétricas, tais como eletroforese,
isotacoforese, pulso direto de corrente ou tensdo ou similar. Alternativa ou
adicionalmente, um ou mais dos componentes de amplificagdo podem incluir um
marcador de afinidade que os recrutam para o sitio de amplificacdo. Um marcador
de afinidade pode ser carregado de modo que manipulagdes elétricas atrairdo um
componente devidamente marcado para um sitio de amplificagdo. Marcadores de
afinidade nao carregados podem ser usados também. Por exemplo, qualquer um de
uma variedade de ligantes ou receptores conhecidos na técnica, tais como aqueles
apresentados aqui como exemplos de agentes de captura, pode ser usado como
marcadores de afinidade para um componente de uma reagdo de amplificagao.
Conforme é o caso para agentes de captura usados para acidos nucleicos, um sitio
de amplificagdo pode incluir um parceiro de ligagdo para um marcador de afinidade
de um componente de amplificagdo. Assim, a concentragao local do componente de
amplificacdo marcado por afinidade pode ser aumentada em virtude da interagao
com o parceiro adequado no sitio de amplificagdo. Em modalidades particulares
onde o sitio de amplificacdo esta em uma superficie de um substrato, um parceiro de
ligacédo para um marcador de afinidade pode estar ligado a superficie.

[093]Além disso, forgas magnéticas ou Opticas podem ser usadas para
aumentar a concentragao local de reagentes de amplificagdo. Em tais casos, um ou
mais reagentes de amplificagdo podem incluir um marcador magnético ou marcador

optico que pode ser manipulado por tais forcas.
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[094]A taxa na qual uma reacdo de amplificacéo ocorre pode ser aumentada
ao aumentar a atividade de um ou mais reagentes de amplificagdo. Por exemplo, um
cofator que aumenta a taxa de extensao de uma polimerase pode ser adicionado a
uma reacgao onde a polimerase esta em uso. Em algumas modalidades, cofatores de
metal, tais como magnésio, zinco ou manganés, podem ser adicionados a uma
reacao de polimerase ou betaina pode ser adicionada.

[095]Em algumas modalidades dos métodos apresentados aqui, € desejavel
usar uma populacdo de acidos nucleicos alvo que sao fita dupla.
Surpreendentemente, observou-se que a formagdo de amplicon em um arranjo de
sitios sob condicbdes de exclusao cinética é eficiente para acidos nucleicos alvo fita
dupla. Por exemplo, uma pluralidade de sitios de amplificacdo tendo populacdes
clonais de amplicons pode ser mais eficiente produzida a partir de acidos nucleicos
alvo fita dupla (comparado com acidos nucleicos alvo fita simples na mesma
concentragédo) na presenca de recombinase e proteina de ligagéo fita simples. No
entanto, sera entendido que acidos nucleicos alvo fita simples podem ser usados em
algumas modalidades dos métodos apresentados aqui.

[096]Um meétodo apresentado aqui pode usar qualquer uma de uma
variedade de técnicas de amplificacdo. Técnicas exemplificativas que podem ser
usadas incluem, porém sem limitacbes, reagdo em cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), amplificagao por circulo rolante (Rolling Circle
Amplification - RCA), amplificagdo por deslocamento multiplo (Multiple Displacement
Amplification - MDA) ou amplificagdo primaria aleatéria (Random Prime Amplification
- RPA). Em algumas modalidades, a amplificagdo pode ser realizada em solugao,
por exemplo, quando os sitios de amplificacdo sao capazes de conter amplicons em
um volume em que tem uma capacidade desejada. De preferéncia, uma técnica de
amplificagdo usada sob condi¢cdes de exclusdo cinética em um método da presente

descricdo sera realizada em fase sélida. Por exemplo, um ou mais iniciadores
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usados para amplificagdo podem estar ligados a uma fase solida no sitio da
amplificagdo. Em modalidades de PCR, um ou ambos os iniciadores usados para
amplificagdo podem estar ligados a uma fase solida. Formatos que usam duas
espécies de iniciador ligadas a superficie sdo frequentemente ditas como
amplificagdo em ponte porque amplicons fita dupla formam uma estrutura de tipo
ponte entre os dois iniciadores ligados a superficie que flanqueiam a sequéncia do
modelo que foi copiado. Exemplos de reagentes e condi¢bes que podem ser usados
para amplificacdo em ponte sdo descritos, por exemplo, na Patente dos Estados
Unidos N° 5.641.658; Publicacao de Patente dos Estados Unidos N° 2002/0055100;
Patente dos Estados Unidos N° 7.115.400; Publicacdo de Patente dos Estados
Unidos N° 2004/0096853; Publicacdo de Patente dos Estados Unidos N°
2004/0002090; Publicacdo de Patente dos Estados Unidos N° 2007/0128624; e
Publicacao de Patente dos Estados Unidos N° 2008/0009420, cada uma das quais é
aqui incorporada por referéncia. Amplificacdo por PCR em fase sdlida também pode
ser realizada com um dos iniciadores de amplificagédo ligados a um suporte soélido e
0 segundo iniciador em solugdo. Um formato exemplificativo que usa uma
combinagao de um iniciador ligado a superficie e um iniciador em solugdo € PCR em
emulsao conforme descrito, por exemplo, em Dressman et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100: 8817-8822 (2003), documento WO 05/010145 ou Publicagdes de Patentes
dos Estados Unidos N° 2005/0130173 ou 2005/0064460, cada um dos quais é aqui
incorporado por referéncia. PCR em emulséo é ilustrativa do formato e devera ser
entendido que, para fins dos métodos apresentados aqui, o uso de uma emulsao é
opcional e, na verdade, para varias modalidades, uma emulsdo ndo € usada. As
técnicas de PCR exemplificadas acima podem ser modificadas para amplificagcao
nao ciclica (por exemplo, amplificagdo isotérmica) usando componentes
exemplificados em outra parte aqui para facilitar ou aumentar a taxa de amplificagcéo.

Consequentemente, as técnicas de PCR exemplificadas acima podem ser usadas
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sob condicdes de exclusdo cinética.

[097]Técnicas de RCA podem ser modificadas para uso em um método da
presente descricdo. Exemplos de componentes que podem ser usados na reagao de
RCA e os principios pelos quais RCA produz amplicons sdo descritos, por exemplo,
em Lizardi et al., Nat. Genet. 19: 225-232 (1998) e documento US 2007/0099208 A1,
cada um dos quais é aqui incorporado por referéncia. Iniciadores usados para RCA
podem estar em solug&o ou ligados a uma superficie de suporte solido em um sitio
de amplificacdo. As técnicas de RCA exemplificadas nas referéncias acima podem
ser modificadas de acordo com o ensinamento aqui, por exemplo, para aumentar a
taxa de amplificacdo para se adequar a aplicagdes particulares. Assim, técnicas de
RCA podem ser usadas sob condi¢des de exclusao cinética.

[098]Técnicas de MDA podem ser modificadas para serem usadas em um
método da presente descrigdo. Alguns principios basicos e condigdes uteis para
MDA sé&o descritos, por exemplo, em Dean et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA 99:
5261-66 (2002); Lage et al., Genome Research 13: 294-307 (2003); Walker et al.,
Molecular Methods for Virus Detection, Academic Press, Inc., 1995; Walker et al.,
Nucl. Acids Res. 20: 1691-96 (1992); documento US 5.455.166; documento US
5.130.238; e documento US 6.214.587, cada um dos quais € aqui incorporado por
referéncia. Iniciadores usados para MDA podem estar em solugéo ou ligados a uma
superficie de suporte sélido em um sitio de amplificagdo. As técnicas de MDA
exemplificadas nas referéncias acima podem ser modificadas de acordo com o
ensinamento aqui, por exemplo, para aumentar a taxa de amplificagdo para se
adequar a aplicagdes particulares. Consequentemente, técnicas de MDA podem ser
usadas sob condi¢des de exclusao cinética.

[099]JEm modalidades particulares, uma combinagdo das técnicas de
amplificagdo exemplificadas acima podem ser usadas para produzir um arranjo sob

condicdes de exclusdo cinética. Por exemplo, RCA e MDA podem ser usadas em
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uma combinagdo em que RCA ¢ usada para gerar um amplicon concatameérico em
solugéo (por exemplo, usando iniciadores em fase em solugdo). O amplicon pode,
entdo, ser usado como modelo para MDA usando iniciadores que estdo ligados a
uma superficie de suporte solido em um sitio de amplificagdo. Neste exemplo,
amplicons produzidos apos etapas combinadas de RCA e MDA estar&o ligados a
superficie do sitio amplificagao.

[0100]Conforme exemplificado em relagdo a varias das modalidades acima,
um método da presente descricdo ndo requer o uso de uma técnica de amplificacéo
ciclica. Por exemplo, amplificacdo de acidos nucleicos alvo pode ser realizada em
sitios de amplificagdo na auséncia de um ciclo de desnaturagdo. Ciclos de
desnaturacado exemplificativos incluem introdugcdo de desnaturantes quimicos a uma
reacdo de amplificacdo e/ou aumento da temperatura de uma reacdo de
amplificagdo. Assim, amplificagdo dos acidos nucleicos alvo n&o precisa incluir uma
etapa de substituicdo da solugdo de amplificagdo por um reagente quimico que
desnatura os acidos nucleicos alvo e os amplicons. Similarmente, a amplificagdo dos
acidos nucleicos alvo ndo precisa incluir o aquecimento da solugdo para uma
temperatura que desnatura o acido nucleico alvo e os amplicons.
Consequentemente, amplificagdo de acidos nucleicos alvo em sitios de amplificagao
pode ser realizada isotermicamente durante o decorrer de um método apresentado
aqui. Na verdade, um método de amplificacdo apresentado aqui pode ocorrer sem
uma ou mais manipulagdes ciclicas que sdo realizadas para algumas técnicas de
amplificagdo sob condi¢ées convencionais. Além disso, em algumas técnicas de
amplificagdo em fase soélida convencionais, uma lavagem é realizada apds os acidos
nucleicos alvo serem carregados sobre um substrato e antes que a amplificagdo seja
iniciada. No entanto, em modalidades dos presentes métodos, um etapa de lavagem
nao precisa ser realizada entre o transporte de acidos nucleicos alvo para sitios de

reacao e amplificagcdo dos acidos nucleicos alvo nos sitios de amplificacdo. Em vez
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disso, o transporte (por exemplo, através de difusdo) e amplificagdo podem ocorrer
simultaneamente para permitir exclusao cinética.

[0101]Em algumas modalidades, pode ser desejavel repetir um ciclo de
amplificagdo que ocorre sob condigdes de exclusdo cinética. Assim, embora cépias
de um acido nucleico alvo possam ser feitas em um sitio de amplificagao individual
sem manipulagdes ciclicas, um arranjo de sitios de amplificacdo pode ser tratado de
forma ciclica para aumentar o numero de sitios que contém amplicons apds cada
ciclo. Em modalidades particulares, as condicdbes de amplificacdo podem ser
modificadas de um ciclo para o proximo. Por exemplo, uma ou mais das condi¢cdes
apresentadas acima para alteracdo da taxa de transporte ou alteracdo da taxa de
amplificagdo podem ser ajustadas entre os ciclos. Como tal, a taxa de transporte
pode ser aumentada de ciclo para ciclo, a taxa de transporte pode ser diminuida de
ciclo para ciclo, a taxa de amplificagdo pode ser aumentada de ciclo para ciclo ou a
taxa de amplificacdo pode ser diminuida de ciclo para ciclo.

[0102]JUm método apresentado aqui pode ser modificado para usar
transporte assistido por campo elétrico (e-campo) de acidos nucleicos alvo para
sitios de amplificacdo do arranjo. Por exemplo, cada sitio de amplificacdo de um
arranjo pode estar eletricamente acoplado a uma fonte de energia para produzir uma
carga elétrica que atrai acidos nucleicos alvo. Em uma configuragdo, uma carga
positiva nos sitios de amplificacdo pode atrair acidos nucleicos por meio do
esqueleto de fosfato-agucar negativamente carregado. Exemplos de meétodos e
aparelhos para uso de e-campo para ajudar a atrair acidos nucleicos para sitios de
um arranjo sao descritos no documento US 2009/0032401 A1, o qual é aqui
incorporado por referéncia. e-campo auxiliar pode ser usado em um método da
presente descricdo, por exemplo, sob condicbes onde uma pluralidade de diferentes
acidos nucleicos alvo estdo em solugcédo, de modo que os acidos nucleicos alvo tém

acesso fluidico ao arranjo de sitios de amplificagdo durante cada etapa de
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amplificagdo. A carga em cada sitio de amplificacdo pode ser ajustada para obter
exclusdo cinética. Adicional ou alternativamente, para ajuste de carga, outras
condicbes apresentadas aqui para alteracdo das taxas de transporte de acido
nucleico alvo ou para alteragao das taxas de amplificagdo podem ser ajustadas para
obter exclusdo cinética. Consequentemente, a carga em sitios de amplificacdo de
um arranjo pode ser ajustada para atrair acidos nucleicos alvo, ao mesmo tempo em
que amplificacdo ocorre simultaneamente em varios sitios de amplificacdo do
arranjo, em que a taxa média de amplificacdo excede a taxa média na qual os
acidos nucleicos alvo sao transportados (por exemplo, sob transporte assistido com
e-campo) para os sitios de amplificagao.

[0103]JEm modalidades particulares que usam transporte assistido por e-
campo de acidos nucleicos alvo para sitios de amplificagdo, o e-campo pode ser
aplicado de forma consistente ao longo do curso da reagdo de amplificacéo.
Alternativamente, o e-campo pode ser alterado (por exemplo, aumentado ou
diminuido) a medida que a reagao de amplificacdo progride e a medida que os sitios
de amplificagcado sao preenchidos com amplicons. Por exemplo, aumento do e-campo
pode conferir o beneficio de aumento do numero de sitios de amplificagdo que
adquirem um acido nucleico alvo (que €, por sua vez, amplificado para produzir uma
populagao clonal de amplicons em cada um dos sitios). A taxa na qual o e-campo é
aumentado e a faixa de amplitude para o aumento podem ser selecionadas para
equilibrar a taxa de aumento de transporte de acido nucleico alvo ao longo do
tempo, com o aumento do numero de sitios de amplificacdo que se tornaram
efetivamente preenchidos durante este mesmo periodo de tempo. Mais uma vez,
dependendo da aplicagdo dos arranjos produzidos pelo método, preenchimento
eficaz pode ser o ponto no qual os sitios de amplificacdo se tornaram preenchidos
até a capacidade com copias de um primeiro acido nucleico alvo, deste modo,

impedindo a amplificacdo de quaisquer acidos nucleicos alvo secundarios neste
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sitio. Alternativamente, o preenchimento eficaz pode ser no ponto no qual
amplificagdo de um acido nucleico alvo secundario em um sitio de amplificagéo
particular produzira uma fragcdo de amplicons contaminantes suficientemente baixa
para ser considerada insignificante ou de outro modo aceitavel para o uso
pretendido do arranjo.

[0104]Geralmente, e-campo auxiliar permite um nivel adicional de controle
sobre o transporte de acidos nucleicos alvo para um ou mais sitios de amplificagao
de um arranjo. Embora o uso de e-campo auxiliar tenha sido exemplificado acima no
contexto do transporte de acidos nucleicos alvo para uma variedade de sitios de
amplificagdo simultaneamente com amplificacdo ocorrendo em varios sitios do
arranjo, em modalidades alternativas, e-campo auxiliar pode ser usado para o
transporte de acidos nucleicos alvo para sitios de amplificacdo antes do inicio de
amplificagdo nos sitios. e-campo auxiliar pode ser usado em um método ou
composi¢ao descrita aqui para transportar outras biomoléculas alvo que nao acidos
nucleicos alvo para um sitio de interesse, tal como para uma caracteristica de um
arranjo.

[0105]Em modalidades particulares, um e-campo pode ser aplicado a todos
os sitios de amplificagcdo de um arranjo de modo substancialmente uniforme. Assim,
acidos nucleicos alvo que estdo em solugao terdo uma probabilidade igual de serem
transportados para qualquer dado sitio de amplificagdo. Em uma modalidade
alternativa, um e-campo pode ser aplicado a apenas um subconjunto dos sitios de
amplificagcdo que estdo presentes em um arranjo. Desta forma, e-campo auxiliar
pode ser usado para preencher seletivamente alguns sitios em relagdo a outros.
Além disso, se desejado, uma carga atrativa pode ser aplicada a um primeiro
subconjunto dos sitios de amplificagdo de modo a transportar os acidos nucleicos
alvo para o primeiro subconjunto de sitios enquanto uma carga repelente pode ser

aplicada a um segundo subconjunto de sitios de amplificagdo para impedir que os
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acidos nucleicos alvo sejam transportados para estes sitios ou remover (por
exemplo, através de dessor¢gdo ou degradacdo) acidos nucleicos alvo do segundo
subconjunto de sitios. Similarmente, uma carga repelente pode ser aplicada as
regides intersticiais de um arranjo para impedir que acidos nucleicos alvo sejam
transportados para as regides intersticiais ou remover (por exemplo, através de
dessorgéo ou degradacado) acidos nucleicos alvo das regides intersticiais, conforme
apresentado em maiores detalhes abaixo e no Exemplo Il

[0106]Em modalidades particulares, as regides intersticiais de um arranjo
podem ser eletricamente acopladas a uma fonte de energia para produzir uma carga
elétrica que inibe a ligagdo ou remove os acidos nucleicos alvo ou outras
biomoléculas. Em uma configuragdo, uma carga negativa nas regides intersticiais
pode repelir os acidos nucleicos através do esqueleto de agucar-fosfato
negativamente carregado. Alternativa ou adicionalmente, a carga na regido
intersticial pode ser usada para criar variagdes de pH localizadas na superficie que
danificam eletroquimicamente os acidos nucleicos e biomoléculas.

[0107]Repulsédo por e-campo pode ser usada em um método da presente
descricdo, por exemplo, sob condicdes onde uma pluralidade de diferentes acidos
nucleicos alvo estdo em solucdo, de modo que os acidos nucleicos alvo tém acesso
fluidico ao arranjo de sitios de amplificagcdo durante cada etapa de amplificagdo. A
carga nas regides intersticiais de um arranjo pode ser ajustada para repelir acidos
nucleicos (por exemplo, por remogéo ou inibicdo de ligagdo), enquanto os acidos
nucleicos s&o capturados nas caracteristicas do arranjo e, opcionalmente,
amplificados nas caracteristicas sob condi¢des de exclusdo cinética. Adicional ou
alternativamente ao ajuste de carga, outras condigbes apresentadas aqui para
alteracdo das taxas de transporte de acido nucleico alvo para caracteristicas ou
alteragdo das taxas de amplificagdo podem ser ajustadas para obter excluséo

cinética. Consequentemente, a carga em regides intersticiais de um arranjo pode ser
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ajustada para repelir acidos nucleicos alvo, ao mesmo tempo em que amplificagéo
ocorre simultaneamente em varios sitios de amplificagdo do arranjo, em que a taxa
média de amplificacdo excede a taxa média na qual os acidos nucleicos alvo sao
transportados para os sitios de amplificagdo. Portanto, repulsdo por campo elétrico
nas regides intersticiais pode ser usada em combinacdo com outros métodos
apresentados aqui para o transporte de acidos nucleicos (ou outras biomoléculas)
para caracteristicas de um arranjo e obtencéo de exclusdo cinética.

[0108]Repulsdo por campo elétrico nas regides intersticiais usando métodos
e aparelhos apresentados aqui pode conferir uma vantagem de aprimoramento da
localizagdo especifica de acidos nucleicos (ou outras biomoléculas) nas
caracteristicas em vez de em regides intersticiais. Tais vantagens podem ocorrer se
a repulsao funciona através de um mecanismo de repulsdo de carga para inibir a
ligacdo de acidos nucleicos ou outras biomoléculas, por meio de dano eletroquimico
localizado na superficie de acidos nucleicos e biomoléculas ou através de outros
mecanismos. Repulsdo por campo elétrico nas regides intersticiais pode ser usada
para aprimorar a localizagcado especifica de acidos nucleicos ou outras biomoléculas
em caracteristicas de interesse, especialmente quando as caracteristicas de
interesse tém uma altura maior do que o alcance do dano eletroquimico localizado
na superficie.

[0109]Algumas modalidades podem usar o transporte assistido por campo
elétrico de acidos nucleicos (ou outras biomoléculas) para as caracteristicas de um
arranjo em combinagdo com repulsdo assistida por campo elétrico dos acidos
nucleicos (ou outras biomoléculas) das regides intersticiais do arranjo. O campo
elétrico atrativo e o campo elétrico repulsivo podem ser aplicados simultaneamente
ao arranjo ou os dois campos podem ser aplicados separadamente. Por exemplo, os
dois campos podem ser aplicados separadamente, de modo que 0s campos sao

aplicados em repeticbes alternadas (por exemplo, o campo atrativo pode ser
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aplicado as caracteristicas enquanto o campo repulsivo esta desativado, entdo, o
campo atrativo pode ser desativado enquanto o campo repulsivo € aplicado as
regides intersticiais e esta sequéncia pode ser repetida uma ou mais vezes).
[0110]JUm campo elétrico pode ser aplicado através de uma regido de um
arranjo e um eletrolito ou ele pode ser aplicado através da regido do arranjo e uma
segunda superficie. Por exemplo, a Figura 4A mostra uma configuragdo onde um
campo elétrico pode ser aplicado através de uma regiao intersticial de um arranjo e
um eletrolito e a Figura 4B mostra uma configuragdo onde um campo elétrico pode
ser aplicado através de uma regido intersticial de um arranjo e uma segunda
superficie. Configuragdes similares podem ser usadas para aplicar campos atrativos
as caracteristicas de um arranjo. Além disso, os campos elétricos, se aplicados a
uma caracteristica ou regido intersticial, podem ser criados pela aplicagdo de uma
corrente alternada ou uma corrente direta a regido apropriada do arranjo.
[0111]Consequentemente, a descrigao fornece um meétodo para criagao de
uma superficie padronizada de biomoléculas, em que o método pode incluir as
etapas de (a) fornecimento de um reagente incluindo (i) um arranjo que tem
caracteristicas nao contiguas sobre uma superficie, as caracteristicas sendo
separadas por regides intersticiais da superficie e (ii)) uma solugdo que tem uma
pluralidade de diferentes biomoléculas alvo; e (b) reacdo do reagente para
transportar as biomoléculas para as caracteristicas e anexar uma biomolécula
individual a cada uma das caracteristicas, em que um campo elétrico é aplicado as
regides intersticiais para repelir as biomoléculas das regides intersticiais.
Biomoléculas particularmente uteis para uso no método sdo acidos nucleicos. Os
acidos nucleicos podem ser amplificados nas caracteristicas deste método sob
condicdes de exclusdo cinética, tais como aquelas que sdo apresentadas em outra
parte aqui. Em algumas modalidades que usam campos elétricos, um substrato

usado para um arranjo pode incluir uma camada de condutor elétrico transparente. A
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camada de condutor elétrico pode ser usada como um eletrodo para conectar uma
fonte elétrica, tal como uma bateria ou um gerador de sinal. Se desejado, uma
caracteristica de um arranjo (por exemplo, superficies internas de uma cavidade em
um arranjo de cavidades) pode conter uma camada condutiva exposta ou isolada,
em que a poténcia através das camadas condutivas pode ser usada para manipular
a forga sobre um acido nucleico e/ou reagentes de amplificagdo para controlar a taxa
de transporte para o sitio, captura no sitio, remog¢ao do sitio e/ou amplificagdo no
sitio. Em modalidades particulares, um campo elétrico pode ser aplicado sobre as
superficies externas de uma cavidade, de modo que o campo elétrico que penetra
nas paredes do vaso induz a uma forga elétrica sobre os reagentes dentro do vaso,
permitindo um grau de controle sobre as taxas de transporte, captura, remogéo e/ou
amplificagdo.

[0112]Um arranjo da presente descri¢do, por exemplo, que foi produzido por
meio de um método apresentado aqui, pode ser usado para qualquer uma de uma
variedade de aplicacbes. Uma aplicagao particularmente util € sequenciamento de
acidos nucleicos. Um exemplo €& sequenciamento por sintese (Sequencing-By-
Synthesis - SBS). Em SBS, extens&do de um iniciador de acido nucleico ao longo de
um modelo de acido nucleico (por exemplo, um acido nucleico alvo ou amplicon do
mesmo) é monitorada para determinar a sequéncia de nucleotideos no modelo. O
processo quimico subjacente pode ser polimerizagdo (por exemplo, catalisada por
uma enzima polimerase). Em uma modalidade particular de SBS com base em
polimerase, nucleotideos fluorescentemente marcados sdo adicionados a um
iniciador (deste modo, estendendo o iniciador) de uma forma dependente do modelo,
de modo que deteccdo da ordem e tipo de nucleotideos adicionados ao iniciador
pode ser usada para determinar a sequéncia do modelo. Uma pluralidade de
diferentes modelos em diferentes sitios de um arranjo apresentado aqui podem ser

submetidos a uma técnica de SBS sob condigdes onde eventos que ocorrem em
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diferentes modelos podem ser distinguidos em virtude de sua localizagdo no arranjo.

[0113]Células de fluxo constituem um formato conveniente para alojamento
de um arranjo que é produzido por meio dos processos da presente descricao e que
€ submetido a SBS ou outra técnica de detecgado que envolve distribuicdo repetida
de reagentes em ciclos. Por exemplo, para iniciar um primeiro ciclo de SBS, um ou
mais nucleotideos marcados, DNA polimerase, etc., podem ser deixados fluir
em/através de uma célula de fluxo que aloja um arranjo de modelos de acido
nucleico. Aqueles sitios de um arranjo onde extensdo de iniciador faz com que um
nucleotideo marcado seja incorporado podem ser detectados. Opcionalmente, os
nucleotideos podem ainda incluir uma propriedade de terminagao reversivel que
impede extensdo adicional de iniciador uma vez que um nucleotideo tenha sido
adicionado a um iniciador. Por exemplo, um analogo de nucleotideo tendo uma
porcao terminadora reversivel pode ser adicionado a um iniciador de modo que
subsequente extensao ndo pode ocorrer até que um agente de desbloqueio seja
distribuido para remover a porgcdo. Assim, para modalidades que usam terminagao
reversivel, um reagente de desbloqueio pode ser distribuido a célula de fluxo (antes
ou apods detecgao ocorrer). Lavagens podem ser realizadas entre as varias etapas
de distribuicdo. O ciclo pode, entdo, ser repetido n vezes para estender o iniciador
em n nucleotideos, deste modo, detectando uma sequéncia de comprimento n.
Procedimentos de SBS exemplificativos, sistemas de detecgdo fluidicos e
plataformas que podem ser facilmente adaptadas para uso com um arranjo
produzido por meio dos métodos da presente descricao sdo descritos, por exemplo,
em 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 e US 2008/0108082, cada um dos quais € aqui
incorporado por referéncia.

[0114]0utros procedimentos de sequenciamento que usam reagdes ciclicas
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podem ser usados, tal como pirossequenciamento. Pirossequenciamento detecta a
liberagao de pirofosfato inorganico (PPi) @ medida que nucleotideos particulares sao
incorporados em uma fita de acido nucleico nascente (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 e US 6.274.320, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia).
Em pirossequenciamento, PPi liberado pode ser detectado ao ser imediatamente
convertido em trifosfato de adenosina (ATP) pela sulfurilase de ATP e o nivel de ATP
gerado pode ser detectado através de fotons produzidos por luciferase. Assim, a
reacdo de sequenciamento pode ser monitorada por meio de um sistema de
detecgao de luminescéncia. Fontes de radiacdo de excitacdo usadas para sistemas
de detecgdo com base em fluorescéncia ndo sao necessarias para procedimentos
de pirossequenciamento. Sistemas fluidicos, detectores e procedimentos uteis que
podem ser usados para aplicagdo de pirossequenciamento aos arranjo da presente
descricdo sao descritos, por exemplo, no Pedido de Patente WIPO N° de Série
PCT/US11/57111, documentos US 2005/0191698 A1, US 7.595.883 e US
7.244.559, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia.

[0115]Reagbes de sequenciamento-por-ligagdo também sao uteis incluindo,
por exemplo, aquelas descritos em Shendure et al. Science 309: 1728-1732 (2005);
documentos US 5.599.675; e US 5.750.341, cada um dos quais € aqui incorporado
por referéncia. Algumas modalidades podem incluir procedimentos de
sequenciamento-por-hibridizagao conforme descrito, por exemplo, em Bains et al.,
Journal of Theoretical Biology 135(3), 303-7 (1988); Drmanac et al., Nature
Biotechnology 16, 54-58 (1998); Fodor et al., Science 251 (4995), 767-773 (1995); e
documento WO 1989/10977, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia.
Tanto em procedimentos de sequenciamento-por-ligagdo quanto sequenciamento-

por-hibridizagdo, acidos nucleicos alvo (ou amplicons dos mesmos) que estao
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presentes em sitios de um arranjo sdo submetidos a ciclos repetidos de distribuigao
e detecgcdo de oligonucleotideos. Sistemas fluidicos para métodos SBS conforme
apresentado aqui ou em referéncias citadas aqui podem ser facilmente adaptados
para distribuicdo de reagentes para procedimentos de sequenciamento-por-ligagao
ou sequenciamento-por-hibridizagdo. Tipicamente, os oligonucleotideos s&o
fluorescentemente marcados e podem ser detectados usando detectores de
fluorescéncia similares aqueles descritos em relacdo aos procedimentos de SBS
aqui ou em referéncias citadas aqui.

[0116]Algumas modalidades podem usar métodos que envolvem o
monitoramento em tempo real da atividade de DNA polimerase. Por exemplo,
incorporagdes de nucleotideos podem ser detectadas através de interagdes de
transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (Fluorescence Resonance
Energy Transfer - FRET) entre uma polimerase trazendo fluoroforo e nucleotideos
marcados com y-fosfato rotulados ou com guias de onda de modo zero (Zero Mode
Waveguides - ZMWs). Técnicas e reagentes para sequenciamento com base em
FRET sao descritos, por exemplo, em Levene et 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), as descrigcbes dos quais sdo aqui incorporadas por
referéncia.

[0117]Algumas modalidades de SBS incluem detecgdo de um proéton
liberado quando de incorporagdo de um nucleotideo em um produto de extenséo.
Por exemplo, sequenciamento com base em deteccdo de prétons liberados pode
usar um detector elétrico e técnicas associadas que estdo comercialmente
disponiveis da lon Torrent (Guilford, CT, uma subsidiaria da Life Technologies) ou
métodos e sistemas de sequenciamento descritos nos documentos US
2009/0026082 A1; US 2009/0127589 A1; US 2010/0137143 A1; ou US

2010/0282617 A1, cada um dos quais € aqui incorporado por referéncia. Métodos
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apresentados aqui para amplificagdo de acidos nucleicos alvo usando exclusao
cinética podem ser prontamente aplicados a substratos usados para deteccdo de
prétons. Mais especificamente, os métodos apresentados aqui podem ser usados
para produzir populagdes clonais de amplicons nos sitios dos arranjo que sao
usados para detectar protons.

[0118]Outra aplicagdo util para um arranjo da presente descricdo, por
exemplo, que foi produzido por meio de um método apresentado aqui, € analise de
expressdo génica. Expressao génica pode ser detectada ou quantificada usando
técnicas de sequenciamento de RNA, tais como aquelas referidas como
sequenciamento de RNA digital. Métodos de sequenciamento de RNA podem ser
realizados usando metodologias de sequenciamento conhecidas na técnica, tais
como aquelas apresentadas acima. Expressao génica também pode ser detectada
ou quantificada usando técnicas de hibridizagao realizadas por hibridizag&o direta a
um arranjo ou usando um ensaio multiplex, os produtos do qual sdo detectados em
um arranjo. Um arranjo da presente descrigdo, por exemplo, que foi produzido por
meio de um método apresentado aqui, pode também ser usado para determinar
genotipos de uma amostra de DNA gendémico de um ou mais individuos. Métodos
exemplificativos para expressdo com base em arranjo e analise de genotipagem que
podem ser realizados sobre um arranjo da presente descricdo sdo descritos nas
Patentes dos Estados Unidos N° 7.582.420; 6.890.741; 6913884 ou 6.355.431 ou
Publicagcbes de Patente dos Estados Unidos N° US 2005/0053980 Af1;
2009/0186349 A1 ou US 2005/0181440 A1, cada uma das quais € aqui incorporada
por referéncia.

[0119]Uma vantagem dos métodos apresentados aqui é que eles permitem a
criacdo rapida e eficiente de arranjos a partir de qualquer uma de uma variedade de
bibliotecas de acidos nucleicos. Consequentemente, a presente descricdo fornece

sistemas integrados capazes de produzir um arranjo usando um ou mais dos
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meétodos apresentados aqui e ainda capazes de detectar acidos nucleicos sobre os
arranjo usando meétodos conhecidos na técnica, tais como aqueles exemplificados
acima. Assim, um sistema integrado da presente descricdo pode incluir
componentes fluidicos capazes de distribuicdo de reagentes de amplificacdo a um
arranjo de sitios de amplificagdo, tais como bombas, valvulas, reservatérios,
conexdes fluidicas e similares. Um componente fluidico particularmente util € uma
célula de fluxo. Uma célula de fluxo pode ser configurada e/ou usada em um sistema
integrado para criar um arranjo da presente descrigcdo e detectar o arranjo. Células
de fluxo exemplificativas s&o descritas, por exemplo, nos documentos US
2010/0111768 A1 e US N° de Série 13/273.666, cada um dos quais é aqui
incorporado por referéncia. Conforme exemplificado para células de fluxo, um ou
mais dos componentes fluidicos de um sistema integrado podem ser usados para
um meétodo de amplificacdo e para um método de deteccdo. Tomando uma
modalidade de sequenciamento de acido nucleico como um exemplo, um ou mais
dos componentes fluidicos de um sistema integrado podem ser usados para um
método de amplificagdo apresentado aqui e para a distribuicdo de reagentes de
sequenciamento em um método de sequenciamento, tal como aqueles
exemplificados acima. Alternativamente, um sistema integrado pode incluir sistemas
fluidicos distintos para realizar os métodos de amplificacdo e para realizar os
métodos de deteccdo. Exemplos de sistemas de sequenciamento integrados que
sdo capazes de criagcdo de arranjos de acidos nucleicos e também determinagao da
sequéncia de acidos nucleicos incluem, sem limitagdo, a plataforma MiSeq (lllumina,
Inc., San Diego, CA) e os dispositivos descritos no documento US N° de Série
13/273.666, o qual € aqui incorporado por referéncia. Tais dispositivos podem ser
modificados para produzir arranjos usando exclusdo cinética de acordo com as
diretrizes fornecidas aqui.

[0120]Um sistema capaz de realizagdo de um método apresentado aqui n&o

Peticdo 870190130774, de 09/12/2019, pag. 67/91



57175

precisa ser integrado com um dispositivo de detec¢cdo. Em vez disso, um sistema
autbnomo ou um sistema integrado com outros dispositivos, também ¢é possivel.
Componentes fluidicos similares aqueles exemplificados acima no contexto de um
sistema integrado podem ser usados em tais modalidades.

[0121]Um sistema capaz de realizagdo de um método apresentado aqui,
quer integrado com capacidades de detecgao ou ndo, pode incluir um controlador de
sistema que é capaz de executar um conjunto de instru¢cdes para realizar uma ou
mais etapas de um método, técnica ou processo apresentado aqui. Por exemplo, as
instrugdes podem orientar a realizagdo de etapas para criagdo de um arranjo sob
condigbes de exclusdo cinética. Opcionalmente, as instrugdes podem orientar ainda
a realizagdo de etapas para detecgdo de acidos nucleicos usando os métodos
apresentados anteriormente aqui. Um controlador de sistema util pode incluir
qualquer sistema com base em processador ou com base em microprocessador,
incluindo sistemas que usam microcontroladores, computadores do conjunto de
instrugdes reduzido (Reduced Instruction Set Computers - RISC), circuitos
integrados de aplicacdo especifica (Application Specific Integrated Circuits - ASIC),
arranjo de portas programavel em campo (Field Programmable Gate Array - FPGA),
circuitos légicos e qualquer outro circuito ou processador capaz de executar as
funcdes descritas aqui. Um conjunto de instru¢gées para um controlador de sistema
pode estar na forma de um programa de software. Conforme usado aqui, os termos
"software" e "firmware" s&o permutaveis e incluem qualquer programa de
computador armazenado na memoria para execugado por um computador, incluindo
memoria RAM, memodria ROM, memdédria EPROM, memodria EEPROM e memoria
RAM nao volatil (NVRAM). O software pode estar em varias formas, tal como um
software de sistema ou software de aplicativo. Ainda, o software pode estar na forma
de um conjunto de programas separados ou um modulo de programa dentro de um

programa maior ou uma parte de um moédulo de programa. O software também pode
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incluir programac&o modular na forma de programacé&o orientada a objetos.

[0122]Varias aplicagbes para os arranjo da presente descricdo foram
exemplificadas acima no contexto da detecgao conjunta, em que multiplos amplicons
presentes em cada sitio de amplificagdo sdo detectados juntos. Em modalidades
alternativas, um unico acido nucleico, quer um acido nucleico alvo ou amplicon do
mesmo, pode ser detectado em cada sitio de amplificagdo. Por exemplo, um sitio de
amplificagdo pode ser configurado para conter uma unica molécula de acido nucleico
tendo uma sequéncia de nucleotideos alvo que tem de ser detectada e uma
pluralidade de acidos nucleicos de preenchimento. Neste exemplo, os acidos
nucleicos de preenchimento servem para preencher a capacidade do sitio de
amplificagdo e ndo se destinam necessariamente a ser detectados. A molécula unica
que tem de ser detectada pode ser detectada por um método que é capaz de
distinguir a molécula unica na base dos acidos nucleicos de preenchimento.
Qualquer uma de uma variedade de técnicas de detec¢cao de moléculas unicas pode
ser usada incluindo, por exemplo, modificagdes das técnicas de detec¢do conjunta
apresentadas acima para detectar os sitios em ganho aumentado ou usando
marcadores mais sensiveis. Outros exemplos de métodos de deteccdo de moléculas
unicas que podem ser usados sao apresentados nos documento US 2011/0312529
A1; US N° de Série 61/578.684; e US N° de Série 61/540.714, cada um dos quais &
aqui incorporado por referéncia.

[0123]JUm arranjo util para deteccdo de uma molécula unica de acido
nucleico pode ser criado usando um ou mais dos métodos apresentados aqui com
as seguintes modificagbes. Uma pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo
pode ser configurada para incluir uma sequéncia de nucleotideos alvo que tem de
ser detectada e uma ou mais sequéncias de nucleotideos de preenchimento que tém
de ser amplificadas para criar amplicons de preenchimento. A pluralidade de

diferentes acidos nucleicos alvo pode ser incluida em um reagente de amplificagéo,
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tal como aqueles apresentados aqui em outra parte, reagida com um arranjo de
sitios de amplificacdo sob condi¢des de exclusdo cinética, de modo que a(s)
sequéncia(s) de nucleotideos de preenchimento preencha os sitios de amplificagao.
Configuragbes exemplificativas que podem ser usadas para permitir que as
sequéncias de preenchimento sejam amplificadas, ao mesmo tempo em que impede
a amplificacdo da sequéncia alvo incluem, por exemplo, uma molécula de alvo unica
que tem uma primeira regido com sequéncias de preenchimento flanqueadas por
sitios de ligagcédo para amplificacdo de iniciadores presentes no sitio de amplificagéo
e uma segunda regiao tendo uma sequéncia alvo fora da regido de flanqueamento.
Em outra configuracdo, um &acido nucleico alvo pode incluir moléculas ou fitas
distintas que trazem a sequéncia alvo e a(s) sequéncia(s) de preenchimento,
respectivamente. As moléculas ou fitas distintas podem estar ligadas a uma particula
ou ser formadas como bragos de um dendrimero de acido nucleico ou outra
estrutura ramificada.

[0124]Em uma modalidade particular, um arranjo tendo sitios de
amplificacdo, cada um contendo sequéncias de preenchimento e uma sequéncia
alvo, pode ser detectado usando um ensaio de extens&o de iniciador ou técnica de
sequenciamento-por-sintese. Em tais casos, extenséo especifica pode ser obtida na
sequéncia de nucleotideos alvo em oposicdo a uma grande quantidade da
sequéncia de preenchimento mediante uso de sitios de ligacdo de ligacédo a
iniciadores apropriadamente colocados. Por exemplo, sitios de ligagdo para
iniciadores de sequenciamento podem ser colocados a montante da sequéncia alvo
e podem estar ausentes de qualquer uma das sequéncias de preenchimento.
Alternativa ou adicionalmente, a sequéncia alvo pode incluir um ou mais analogos de
nucleotideos n&o nativos que ndo sdo capazes de ligagdo de hidrogénio a
nucleotideos convencionais. O(s) nucleotideo(s) n&o nativo(s) pode(m) ser

colocado(s) a jusante do sitio de ligagdo do iniciador (por exemplo, na sequéncia
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alvo ou em uma regido interveniente a sequéncia alvo e o sitio de ligacdo de
iniciador) e, como tal, impedira a extensdo ou sequenciamento-por-sintese até que
um parceiro de nucleotideo apropriado (isto €, um capaz de ligagdo de hidrogénio
ao(s) analogo(s) nao nativo(s) na sequéncia alvo) seja adicionado. Os analogos de
nucleotideo isocitosina (isoC) e isoguanina (isoG) s&o particularmente uteis, uma vez
que eles emparelham especificamente um com o outro, mas ndo com outros
nucleotideos convencionais usados na maioria das técnicas de extensdo e
sequenciamento-por-sintese. Um outro beneficio do uso de isoC e/ou isoG em uma
sequéncia alvo ou a montante da sequéncia alvo é evitar amplificacado indesejada da
sequéncia alvo durante etapas de amplificacdo ao omitir o respectivo parceiro da
mistura de nucleotideos usada para amplificagao.

[0125]Sera entendido que um arranjo da presente descri¢do, por exemplo,
que foi produzido através de um método apresentado aqui, ndo precisa ser usado
para um método de deteccdo. Em vez disso, o arranjo pode ser usado para
armazenar uma biblioteca de acido nucleico. Assim, o arranjo pode ser armazenado
em um estado que preserva os acidos nucleicos no mesmo. Por exemplo, um
arranjo pode ser armazenado em um estado desidratado, estado congelado (por
exemplo, nitrogénio liquido) ou em uma solu¢do que protege os acidos nucleicos.
Alternativa ou adicionalmente, o arranjo pode ser usado para replicar uma biblioteca
de acido nucleico. Por exemplo, um arranjo pode ser usado para criar amplicons
repetidos a partir de um ou mais dos sitios no arranjo.

[0126]Varias modalidades da invencdo foram exemplificadas aqui em
relagdo ao transporte de acidos nucleicos alvo para sitios de amplificacdo de um
arranjo e produgédo de copias dos acidos nucleicos alvo capturados nos sitios de
amplificagdo. Métodos similares podem ser usados para moléculas alvo ndo acido
nucleico. Assim, os métodos apresentados aqui podem ser usados com outras

moléculas alvo em lugar dos acidos nucleicos alvo exemplificados. Por exemplo, um
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meétodo da presente descricdo pode ser realizado para transportar moléculas alvo
individuais de uma populagdo de moléculas alvo diferentes. Cada molécula alvo
pode ser transportada para (e, em alguns casos, capturadas em) um sitio individual
de um arranjo para iniciar uma reacdo no sitio de captura. A reagdo em cada sitio
pode, por exemplo, produzir copias da molécula capturada ou a reagao pode alterar
o sitio para isolar ou reter a molécula capturada. Em qualquer caso, o resultado final
pode ser sitios do arranjo que sdo, cada um, puros em relagdo ao tipo de molécula
alvo que esta presente a partir de uma populacdo que continha diferentes tipos de
moléculas alvo.

[0127]Em modalidades particulares que usam outras moléculas alvo que nao
acidos nucleicos, uma biblioteca de diferentes moléculas alvo pode ser feita usando
um método que explora exclusdo cinética. Por exemplo, um arranjo de moléculas
alvo pode ser feito sob condigdes onde sitios do arranjo sdo semeados
aleatoriamente com moléculas alvo a partir de uma solugdo e cépias da molécula
alvo sdo geradas para preencher cada um dos sitios semeados até a capacidade.
De acordo com os métodos de exclusdo cinética da presente descrigdo, os
processos de semeadura e cOpia podem prosseguir simultaneamente sob condi¢des
onde a taxa na qual cépias sao feitas excede a taxa de semeadura. Como tal, a taxa
relativamente rapida na qual as cépias s&o feitas em um sitio que tenha sido
semeado por uma primeira molécula alvo impedira eficazmente que uma segunda
molécula alvo semeie o sitio. Em alguns casos, semeadura de uma molécula alvo
iniciara uma reacao que preenche um sitio até a capacidade por meio de um outro
processo que nao coépia de uma molécula alvo. Por exemplo, a captura de uma
molécula alvo em um sitio pode iniciar uma reacdo em cadeia que eventualmente
torna o sitio incapaz de capturar uma segunda molécula alvo. A reagdo em cadeia
pode ocorrer em uma taxa que excede a taxa na qual as moléculas alvo sao

capturadas, deste modo, ocorrendo sob condi¢des de exclusao cinética.
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[0128]Conforme exemplificado para acidos nucleicos alvo, exclusao cinética,
quando aplicada a outras moléculas alvo, pode explorar uma taxa relativamente
lenta para inicio de uma reacgao repetitiva (por exemplo, uma reagdo em cadeia) em
um sitio de um arranjo versus uma taxa relativamente rapida para continuacédo da
reagao repetitiva uma vez iniciada. No exemplo do paragrafo anterior, exclusao
cinética ocorre em virtude da taxa relativamente baixa de semeadura da molécula
alvo (por exemplo, difusdo relativamente lenta) versus a taxa relativamente rapida na
qual uma reacdo ocorre, por exemplo, para preencher o sitio com coépias da
molécula alvo semeada. Em outra modalidade exemplificativa, exclusdo cinética
pode ocorrer em virtude de um atraso na formagcdo de uma primeira copia de uma
molécula alvo que foi semeada em um sitio (por exemplo, ativagdo retardada ou
lenta) versus a taxa relativamente rapida na qual s&o feitas copias subsequentes
para preencher o sitio. Neste exemplo, um sitio individual pode ter sido semeado
com varias moléculas alvo diferentes. No entanto, formagao da primeira copia para
qualquer dada molécula alvo pode ser ativada aleatoriamente, de modo que a taxa
média de formacgao da primeira copia seja relativamente lenta comparado com a taxa
na qual as copias subsequentes sdo geradas. Neste caso, embora um sitio
individual possa ter sido semeado com varias moléculas alvo diferentes, exclusao
cinética permitira que copias de apenas uma destas moléculas alvo sejam geradas.

[0129]Consequentemente, a presente descricdo proporciona um processo
para produgcdo de um arranjo de moléculas que pode incluir as etapas de (a)
fornecimento de um reagente incluindo (i) um arranjo de sitios e (ii) uma solu¢do que
tem uma pluralidade de diferentes moléculas alvo, em que o numero de moléculas
alvo na solugdo excede o numero de sitios no arranjo, em que as diferentes
moléculas alvo tém acesso fluidico a pluralidade de sitios e em que cada um dos
sitios compreende uma capacidade para varias moléculas alvo na uma pluralidade

de diferentes moléculas alvo; e (b) reagdo do reagente para produzir uma
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pluralidade de sitios que tém, cada um, uma unica molécula alvo da uma pluralidade
ou produzir uma pluralidade de sitios que tém, cada um, uma populacdo pura de
copias de uma molécula de alvo individual a partir da solucdo, em que a reagao
inclui simultaneamente (i) transporte das diferentes moléculas para os sitios em uma
taxa média de transporte e (ii) inicio de uma reagdo que preenche o sitio até a
capacidade em uma taxa média de reacdo, em que a taxa média de reacdo excede
a taxa média de transporte. Em algumas modalidades, a etapa (b) pode, em vez
disso, ser realizada por meio de reagcdo do reagente para produzir uma pluralidade
de sitios que tém, cada um, uma unica molécula alvo da pluralidade ou produzir uma
pluralidade de sitios que tém, cada um, uma populagcdo pura de cépias de um
molécula alvo individual a partir da solugdo, em que a reagao inclui (i) inicio de uma
reacgao repetitiva (por exemplo, uma reagdo em cadeia) para formar um produto a
partir da molécula alvo em cada um dos sitios e (ii) continuacdo da reagdo em cada
um dos sitios para formar produtos subsequentes, em que a taxa média na qual a
reacao ocorre nos sitios excede a taxa média na qual a reacdo € iniciada nos sitios.

[0130]Nas modalidades nao acido nucleico acima, a molécula alvo pode ser
um iniciador de uma reacado repetitiva que ocorre em cada sitio do arranjo. Por
exemplo, a reagao repetitiva pode formar um polimero que impede que outras
moléculas alvo ocupem o sitio. Alternativamente, a reagao repetitiva pode formar um
ou mais polimeros que constituem copias moleculares de uma molécula alvo que foi
transportada para o sitio.

[0131]0s exemplos a seguir se destinam a ilustrar, mas nao limitar, a
presente invengao.

[0132]EXEMPLO |

[0133]Formacdo de Super-Poisson de Arranjos de Agrupamento sobre

Células de Fluxo

[0134]Este exemplo descreve um método para obter formacdo de super-
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Poisson de um arranjo de agrupamento sobre uma célula de fluxo de uma
plataforma de sequenciamento lllumina (San Diego, CA). O método descrito aqui é
um processo para capturar um elemento de biblioteca (por exemplo, um fragmento
gendmico) sobre uma caracteristica e simultaneamente amplificar o elemento da
biblioteca clonalmente. Um aspecto chave do processo neste exemplo é controlar a
taxa de captura versus a taxa de amplificagdo e fazé-lo em um processo
homogéneo. Muitos processos anteriores desenvolvidos para semeadura em alta
densidade de células de fluxo lllumina separam a captura do elemento da biblioteca
do processo de amplificagao clonal. Neste exemplo, o evento de captura inicia uma
amplificagdo clonal sobre a caracteristica.

[0135]Uma célula de fluxo com padrdes € preparada como segue. Células
de fluxo de vidro (lllumina, Inc., San Diego, CA) séo revestidas com remendos de
ouro usando uma abordagem de decapagem. Resumidamente, uma camada
fotossensivel é revestida de forma uniforme sobre a superficie da célula de fluxo de
vidro e remendos do material fotossensivel sdo removidos por fotolitografia para
expor os remendos na superficie do vidro. Uma camada de ouro é, entéo,
depositada sobre a superficie para formar um filme fino continuo sobre as regides
fotossensiveis e remendos de vidro. O ouro pode ser depositado usando evaporagao
por feixe de elétrons ou pulverizacdo catddica, conforme apresentado em Thornton,
Ann. Rev. Mater. Sci. 7: 239-60 (1977), o qual € aqui incorporado por referéncia. A
camada fotossensivel €, entdo, removida por decapagem com acetona para deixar
remendos de ouro que sdo de formato circular, tendo um diametro que é menor do
que 1 micron, e sendo rodeados por regides intersticiais de superficie de vidro. A
célula de fluxo com padrbes de ouro €, entdo, revestida com acrilamida sem silano
(Silane-Free Acrylamide - SFA), conforme descrito no documento WO 2008/093098
(0 qual é aqui incorporado). Iniciadores P5 e P7 s&o enxertados na SFA

polimerizada por meio de uma porgédo nitrobenzila clivavel por raios UV (Glenn
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Research, Sterling, VA). A célula de fluxo é posicionada sobre uma fonte de luz UV
(302 nm), de modo que os remendos de ouro criem uma mascara para iniciadores
presos sobre os remendos, enquanto que quaisquer iniciadores presos sobre as
regides intersticiais sdo clivados em virtude de exposi¢cao a luz UV. Os iniciadores
P5 e P7 que permanecem nos remendos de ouro sdo capazes de suportar a
amplificagdo clonal de bibliotecas (P5/P7).

[0136]Elementos da biblioteca sdo produzidos como segue. Uma biblioteca
de DNA gendmico (gDNA) sdo fragmentados e adaptadores bifurcados tendo sitios
de ligac&o a iniciador que sdo complementares aos iniciadores P7 e P5 sdo ligados
aos fragmentos de gDNA de acordo com protocolos comerciais de preparo de
amostra lllumina.

[0137]Formacdo de arranjo de agrupamento de super-Poisson € realizada
como segue. Uma solugdo é preparada contendo os elementos da biblioteca (na
forma fita dupla) e reagente TwistAmp Basic (TwistDx, Cambridge, Reino Unido). O
reagente TwistAmp Basic contém uma mistura de enzimas que pode suportar
amplificagdo dependente de modelo sobre a superficie (DNA polimerase, proteina de
ligacao fita simples e recombinase). A concentragao dos elementos da biblioteca em
solucdo é controlada de modo que a taxa de captura por hibridizagdo de um
elemento da biblioteca por qualquer caracteristica € muito menor do que a taxa de
amplificagcdo clonal e exaustdo suficiente dos oligos disponiveis sobre a
caracteristica para capturar outro elemento da biblioteca.

[0138]Concentragdo 6tima ou outra forma desejada dos elementos da
biblioteca para a solugédo pode ser determinada empiricamente por meio de titulacéo
usando o protocolo de formacédo de arranjo de agrupamento de super-Poisson
acima, seguido por uma operagdo de sequenciamento sobre um dispositivo de
sequenciamento llumina (por exemplo, GenomeAnalyzer™, HiSeq™ ou MiSeq™).

EXEMPLO I
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Caracterizacdo de Arranjos de Agrupamento com Padrbées Criados Sob

Condicoes de Exclusao Cinética

[0139]Este exemplo demonstra o carregamento de super-Poisson de
agrupamentos monoclonais sobre caracteristicas com padrdes usando condigbes de
exclusao cinética.

[0140]Uma célula de fluxo com padrdes foi preparada como segue. Células
de fluxo de vidro (lllumina, Inc., San Diego, CA) foram revestidas com blocos de ouro
usando uma abordagem de decapagem, conforme descrito no documento US N° de
Série US 13/492.661, o qual é aqui incorporado por referéncia. Resumidamente,
uma camada fotossensivel foi revestida uniformemente sobre a superficie da célula
de fluxo de vidro e remendos do material fotossensivel foram removidos por
fotolitografia para expor remendos da superficie de vidro. Uma camada de ouro foi,
entdo, depositada sobre a superficie para formar um filme fino continuo sobre as
regides fotossensiveis e remendos de vidro. O ouro foi depositado usando
evaporacgao por feixe de elétrons conforme apresentado em Thornton, Ann. Rev.
Mater. Sci. 7: 239-60 (1977), o qual € aqui incorporado por referéncia. A camada
fotossensivel foi, entdo, removida por meio de decapagem com acetona para deixar
um padrao hexagonal de blocos de ouro, em que cada um dos blocos de ouro era de
formato circular, tinha um didmetro de 500 nm e era rodeado por regides intersticiais
de superficie de vidro. A célula de fluxo com padrdes de ouro foi, entdo, revestida
com acrilamida sem silano (Silane-Free Acrylamide - SFA), conforme descrito no
documento WO 2008/093098 (o qual € aqui incorporado). Iniciadores foram
enxertados na SFA polimerizada por meio de uma porgao nitrobenzila clivavel por
raios UV (Glenn Research, Sterling, VA). A célula de fluxo foi posicionada sobre uma
fonte de luz UV (302 nm), de modo que os blocos de ouro criassem uma mascara
para iniciadores presos sobre os blocos, enquanto que quaisquer iniciadores ligados

sobre as regides intersticiais eram clivados em virtude da exposi¢cdo a luz UV.
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Iniciadores clivados foram lavados, deixando iniciadores ligados sobre os blocos de
ouro.

[0141]Agrupamentos foram crescidos sobre os blocos de ouro usando o kit
TwistAmp Basic (TwistDx, Cambridge, Reino Unido) como segue. Uma biblioteca de
DNA fita dupla PhiX foi misturada em diferentes concentragbes no tampao TwistAmp
Basic Rehydration e reagentes de acetato de magnésio. As concentragdes de DNA
PhiX testadas foram 72 pM, 144 pM, 432 pM e 864 pM. Estas concentragcdes
estavam acima da faixa tipica de 9-10 pM de DNA usada para semeadura
convencionais de células de fluxo lllumina. Também, o DNA fita dupla PhiX estava
em contraste com a semeadura convencional de células de fluxo lllumina, onde DNA
modelo esta na forma fita simples. As misturas contendo DNA PhiX foram usadas
para reidratar pellets liofilizados de TwistAmp Basic e, entdo, lavadas em respectivas
canaletas da célula de fluxo com padrdes a 38 °C. Incubagao foi continuada durante
1 hora a 38 °C antes de lavagem com tamp&o de lavagem HT2 (lllumina, Inc., San
Diego CA) e coloragdo dos agrupamentos com SyBr Green. Os agrupamentos
foram, entdo, processados para sequenciamento através de tratamento com LMX1
durante 30 minutos para linearizar o DNA nos agrupamentos, desnaturacdo com
NaOH a 0,1 N e hibridizacdo de iniciador de sequenciamento. A célula de fluxo foi,
entdo, sequenciada por 26 ciclos sobre um lllumina HiSeq® 2000.

[0142]Inspecdo visual de imagens de células de fluxo mostrou que os
agrupamentos estavam espacialmente ordenados em um padrdo correspondendo
ao padréao de blocos de ouro sobre a superficie. A Figura 1A mostra uma imagem
composta de todos os quatro canais de cor obtida apdés um primeiro ciclo de
sequenciamento usando uma célula de fluxo produzida por meio dos métodos de
exclusdo cinética apresentados acima. Para comparagao, a Figura 1B mostra uma
imagem composta obtida apds um unico ciclo de sequenciamento para uma célula

de fluxo lllumina convencional tendo agrupamentos aleatoriamente localizados.
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[0143]Analise da fungéo de distribuicdo de par (Pair Distribution Function -
PDF) e func&o de vizinho mais préximo (Nearest Neighbor - NN) para uma imagem
composta da célula de fluxo também indicou um alto grau de ordenamento. A
densidade de agrupamento bruta foi calculada como sendo cerca de 640.000
agrupamentos por milimetro quadrado para a imagem. A fungdo NN foi usada para
medir a distdncia média entre agrupamentos vizinhos mais proximos na imagem.
Conforme mostrado na Figura 2, a fungdo NN produziu predominantemente um
unico pico em torno de 2,3 pixels. Isto era consistente com o padrao de campo de 1
micron esperado para os blocos, deste modo, sugerindo um arranjo altamente
ordenado de agrupamentos. Agrupamento aleatério, em contraste, produz um pico
muito mais amplo, com menores valores se aproximando do limite de deteccédo do
algoritmo de captura de agrupamento (1,2 pixels). A PDF na Figura 2 é consistente
com a estrutura esperada para um arranjo hexagonal ordenado. Por exemplo, a
funcdo PDF mostrou um pico principal esperado 2,66 pixels e picos de maior
grandeza que correspondem a vizinhos além do mais proximo estavam claramente
visiveis e presentes nas proporgdes de pico esperadas. Apenas um ligeiro desvio na
localizac&do de pico entre as fungdes NN e PDF foi observado. Este baixo nivel de
flutuacao indicou que tal desvio das posi¢coes teoricamente perfeitas era muito baixo
e estava bem dentro de niveis aceitaveis.

[0144]Inspecdo visual de quatro imagens coloridas compostas também
revelou uma auséncia de hopping de blocos indesejavel. 'Hopping de blocos' refere-
se ao processo de varios blocos adjacentes sendo amplificados a partir da mesma
sequéncia modelo. Hopping de blocos € visualmente caracterizado em uma imagem
de quatro cores como remendos contiguos de agrupamentos que tém a mesma cor.
A auséncia de remendos da mesma cor para células de fluxo produzidas sob
condicdes de exclusado cinética, conforme apresentado neste exemplo, indicou que

niveis indesejaveis de hopping de blocos n&do ocorreu. A Figura 3 fornece uma
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representacdo mais quantitativa de cor e posigdo espacial dos agrupamentos,
indicando que hopping de blocos n&o era um problema. Especificamente, a Figura 3
mostra um grafico de dispersdo de posi¢cdes espaciais de agrupamentos que se
alinham as primeiras 5 posi¢gdes gendmicas do genoma PhiX. As diferentes posi¢des
gendmicas sao indicadas por asteriscos, X, quadrados, triangulos e diamantes. Os 5
tipos de simbolos estdo aleatoriamente distribuidos na figura e n&o se aglomeram, o
que indica hopping de blocos n&o foi um problema.

[0145]Analise de sequéncia para os 26 ciclos de dados foi realizada para as
células de fluxo produzidas usando condi¢cdes de exclusdo cinética. Os resultados
indicaram que 64% dos blocos estavam ocupados e 56% dos blocos tinham
agrupamentos que eram clonais. Assim, os métodos produziram um aumento de
quase 2 vezes nos agrupamentos clonais em relacdo ao que se espera de
carregamento de Poisson, o qual teria previsto 36% dos blocos sendo clonais se
64% deles estivessem ocupados. Estes resultados mostraram claramente
carregamento de super-Poisson.

EXEMPLO I

Dessorcao Elétrica Ativa e Formacao de Padrées de Biomoléculas

[0146]Este exemplo demonstra um método para formar padroes
espacialmente em biomoléculas usando campos elétricos. Os métodos descritos no
presente exemplo semeiam rapidamente DNA em sitios alvo e repelem
eletroquimicamente biomoléculas de regides intersticiais, resultando em arranjos de
agrupamentos de DNA enderegaveis, altamente padronizados. Os resultados
mostrados aqui demonstram a formacgao de células de fluxo tendo padrbes de
agrupamentos de acido nucleico monoclonal.

[0147]0 método descrito neste exemplo emprega um potencial elétrico
aplicado através de uma superficie condutiva e um eletrolito ou através de duas

superficies condutivas para dessorcao ativa de moléculas fisicamente adsorvidas ou
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quimicamente conjugadas de uma ou ambas as superficies eletricamente
polarizadas. Este método de dessorcédo ativa ndo requer qualquer modificagdo de
superficie/quimica de superficie, pode remover moléculas muito rapidamente (menos
de 5 minutos) e € menos sensivel as condi¢des do processo do que métodos de
dessorcéo passivos. As superficies condutivas podem ser de natureza metalica (por
exemplo, titanio, éxido de indio-estanho) ou semicondutiva e o potencial aplicado
pode ser AC ou DC, resultando em uma reacado eletroquimica na interface
eletrodo/eletrdlito. Aplicagdo de um campo elétrico melhora a propor¢cdo de sinal
(nos sitios de interesse) para ruido (das regides intersticiais) em uma ordem de
magnitude. O método descrito neste exemplo pode também ser aplicado a eletrodos
planares para dessor¢cao seletiva, refuncionalizagdo seletiva de eletrodos e
padronizacao eletroquimica de espécies.

Arquitetura de Célula de Fluxo

[0148]As duas arquiteturas descritas acima para a dessorcao eletroquimica
de biomoléculas estéo ilustradas nas Figuras 4a e 4b. Especificamente, 6xido de
indio-estanho (ITO) foi usado como um material de eletrodo transparente condutivo.
ITO foi depositado sobre uma superficie D263 através de pulverizagao catodica por
radiofrequéncia. A Figura 4a mostra o potencial elétrico aplicado através da camada
condutiva de ITO e o eletrolito. A Figura 4b mostra o potencial aplicado através de
duas placas condutivas de ITO paralelas separadas por um meio liquido. Ambas as
arquiteturas podem ser usadas para remover eletricamente espécies da superficie
do ITO. Sitios com nanopadrées em ouro (Au) s&o uteis para captura objetivada de
biomoléculas tioladas (por exemplo, avidina tiolada). Os sitios de Au sédo separados
do ITO subjacente usando um espacador dielétrico (por exemplo, SiO2, SiN,
diamante, tal como carbono) para evitar eletroquimica sobre o Au.

[0149]A arquitetura da Figura 4b também pode ser usada para concentrar

simultaneamente DNA rapidamente (por exemplo, em 100 vezes) na superficie da
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célula de fluxo usando campos elétricos, conforme mostrado nas imagens de lapso
de tempo da Figura 4c. Nestes experimentos, um potencial (V) de 2V foi aplicado
através de um vao de 100 ym que separa as duas superficies ITO. O aumento na
fluorescéncia ao longo do tempo, conforme observado usando imagiologia por
fluorescéncia de reflexao interna total (Total Internal Reflection Fluorescence - TIRF)
na Figura 4c, € em virtude de um grande aumento na concentracdo de DNA de
controle PhiX na superficie (marcado com corante YOYO) sob um campo elétrico
aplicado na superficie superior da célula de fluxo. Assim, a técnica esbog¢ada aqui
pode ser usada para remover simultaneamente biomoléculas eletroquimicamente da
regido intersticial ao mesmo tempo em que facilita semeadura rapida.

Fluxo de Trabalho Experimental

[0150]0 fluxo de trabalho experimental para dessorgéo ativa esta esbocado
na Figura 5. O método envolve revestimento de avidina sobre a superficie de uma
célula de fluxo, seguido por revestimento com acrilamida sem silano (SFA) e enxertia
de iniciadores na SFA. Revestimento de SFA e enxertia de iniciadores P5 e P7 s&o
realizados conforme descrito no documento WO 2008/093098 (o qual & aqui
incorporado). No entanto, nos presentes métodos, a avidina tem padrbes
eletroquimicamente sobre sitios de Au ou dielétricos (separados por regides
intersticiais de ITO) que estdo presentes sobre a superficie da célula de fluxo usando
um etapa de dessorgao elétrica antes de revestimento de SFA. Além disso, apos
enxertia de iniciadores P5 e P7, o campo elétrico € aplicado para semear
rapidamente o DNA sobre os sitios de Au ou sitios dielétricos e remover
eletroquimicamente biomoléculas (DNA, avidina, iniciadores) dos intersticios de ITO.
Tipicamente, 2V séo aplicados eficazmente para remover moléculas. Duragdes de
campo de tdo pouco quanto 5 minutos podem remover eficazmente a maioria das
moléculas nas regides intersticiais. Além disso, os resultados sugerem que a

concentragdo de iniciador na regido intersticial também diminui apos a etapa de
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campo elétrico. Amplificacdo de agrupamento €, em seguida, realizada conforme
descrito em Bentley et al. Nature 456: 53-59 (2008), seguido por coloracdo de
agrupamento usando um corante de intercalacdo de dsDNA, ent&do, imagiologia em
microscopio. A célula de fluxo foi, entdo, sequenciada para determinar clonalidade
de agrupamento usando um sequenciador de DNA HiSeq 2000 (lllumina, Inc. San
Diego). Um diagrama esquematico que mostra os efeitos de semeadura assistida
por campo elétrico e dessorgao eletroquimica € mostrado na Figura 5.

Resultados Experimentais

[0151]A Figura 6 ilustra os resultados obtidos usando a arquitetura da célula
de fluxo da Figura 4b, tanto com campo elétrico (Figura 6A) quanto sem campo
elétrico (Figura 6B). Na presenca do campo elétrico, agrupamentos estao altamente
confinados aos sitios de Au de 2 ym, com muito pouca fluorescéncia observada nas
areas intersticiais. Nos sitios de 2 yM, os agrupamentos sdo altamente policlonais
em virtude do grande tamanho do bloco de Au. O grau de policlonalidade pode ser
reduzido diminuindo-se o tamanho do bloco para impedir semeadura de multiplos
modelos via de exclusdo espacial ou a policlonalidade pode ser reduzida usando
condigbes de exclusao cinética. Note também que a intensidade de pixel nas regides
intersticiais esta proxima de O (perfil de linha da Figura 6A). Em contraste,
agrupamentos estdo presentes tanto sobre as superficies de Au quanto intersticiais
de ITO na auséncia do campo elétrico. O padrdo periddico observado no perfil de
linha da Figura 6A n&o é observado no perfil de linha da Figura 6B, confirmando que
o confinamento de agrupamento € o resultado do campo elétrico.

[0152]A técnica de campo eletrénico pode ser usada para aglomerados com
padrées espaciais tanto em sitios com tamanho de microns quanto sitios com
nanopadrdes sobre grandes areas. Imagens de grandes areas dos agrupamentos
com padrées semeados sobre sitios de Au de 2 um de diametro e sitios de Au de

200 nm de diametro estdo ilustradas nas Figuras 7A e 7B, respectivamente,
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juntamente com suas Transformadas de Fourier (FFT) correspondentes. Os
agrupamentos sdo bem definidos e altamente padronizados com muito pouca
ligacdo n&o especifica nas areas intersticiais de ITO. Isto € ainda confirmado pelos
pontos bem definidos observados na FFT, sugerindo uma rede ordenada ou
padronizada. A ocupagéo de agrupamentos nas caracteristicas com nanopadrdes na
Figura 4B é de cerca de 40-50%, mas pode ser aumentada usando concentragdes
maiores de avidina ou através de manipulacdo da forma de onda de tensdo. A
mesma quimica/processo pode ser usado para agrupamentos com alta precisao
espacial sobre sitios dielétricos também. Agrupamentos ordenado sobre sitios de
SiO2 de 700 nm de diametro sdo mostrados na Figura 8.

Mecanismo

[0153]0s dados sugerem que formagdo de padrbes espacial de
agrupamentos é facilitada na presengca de um campo elétrico. Isto € provavelmente
em virtude da remogéo eletroquimica de biomoléculas (por exemplo, DNA, proteinas
e iniciadores) nas regides intersticiais. Foi observado que a intensidade do iniciador
enxertado diminui quando o campo elétrico € aplicado, conforme visto usando
ensaios de hibridizagcdo com sondas marcadas com Texas Red (TR). A Figura 9
ilustra varreduras Typhoon que mostram a intensidade de fluorescéncia TR para
ensaios de hibridizacdo realizados na célula de fluxo antes e apods aplicagdo do
campo elétrico. A intensidade de fluorescéncia diminui em mais de um fator de dois
apos aplicagdo do campo elétrico, confirmando a remog&o de iniciadores da SFA.
Para aumentar a intensidade de agrupamento, a célula de fluxo foi novamente
revestida com SFA e reenxertada com iniciadores P5, P7. Isso resultou em um
aumento significativo na intensidade de TR. Assim, provavelmente €& possivel
semear DNA, remover eletroquimicamente moléculas n&o especificamente ligadas
em regides intersticiais, revestir SFA e reenxertar iniciadores para obter

agrupamentos com padrdes espaciais em alta intensidade.
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Hibridizag&o Direta de DNA

[0154]0 padrdo espacial de agrupamento foi também observado em
experimentos envolvendo a hibridizagdo direta de ssDNA phiX a base de iniciador
P5, P7. Um esquema do processo é mostrado na Figura 10A. Estes experimentos
foram conduzidos sobre sitios de SiO2 de 2 ym sobre ITO. O mesmo processo pode
ser aplicado a sitios com nanopadrées com uma variedade de materiais dielétricos
que formam os sitios. Nem DNA biotinilado, nem avidina sdo necessarios nestes
experimentos, resultando em menos etapas quimicas, ao mesmo tempo em que se
mantém a especificidade de agrupamento sobre os sitios. A especificidade é
provavelmente o resultado de dessorgdo eletroquimica de iniciadores nas regides
intersticiais. A Figura 10B mostra agrupamentos formados em sitios de SiO2 de 2 ym
na presenga de um campo elétrico (2V, 0,1 Hz) usando a abordagem de hibridizagao
direta. Agrupamentos bem padronizados sao visiveis com muito pouco nas regides
intersticiais. A Figura 10C € o mesmo experimento na auséncia de um campo
elétrico e mostra que agrupamentos estdo orientados aleatoriamente tanto sobre
SFA quanto regides intersticiais de ITO sem nenhuma ordem distinta presente na
auséncia do campo elétrico. Estes resultados confirmam que campos elétricos
podem ser usados para auxiliar na formacédo de padrdes espaciais em formacao de
agrupamentos de acido nucleico.

[0155]A0 longo do presente Pedido, varias publicagdes, patentes e pedidos
de patentes foram citados. As descri¢gdes destas publicagdes sdo aqui incorporadas
por referéncia na integra ao presente Pedido para descrever mais completamente o
estado da técnica a qual a presente invengao pertence.

[0156]0 termo "compreendendo" se destina aqui a ser de significado aberto,
incluindo ndo apenas os elementos citados, mas abrangendo ainda quaisquer
elementos adicionais.

[0157]Embora a invengao tenha sido descrita com referéncia aos exemplos
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fornecidos acima, sera entendido que varias modificagdes podem ser feitas sem se

afastar da invengédo. Portanto, a invencéao esta limitada apenas pelas reivindicacdes.
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REIVINDICACOES

1. Método para amplificar acidos nucleicos CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende:

(a) fornecer:

(i) um arranjo de sitios de amplificacdo tendo um ou mais agentes de
captura, e

(i) um reagente de amplificagdo compreendendo uma solugdo que
compreende uma pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo,

em que o numero dos diferentes acidos nucleicos alvo na solugédo excede o
numero de sitios de amplificagdo no arranjo,

em que os diferentes acidos nucleicos alvo tém acesso fluidico a pluralidade
de sitios de amplificacéo, e

em que cada um dos sitios de amplificacdo € capaz de ser ocupado por
varios acidos nucleicos alvo da pluralidade de diferentes acidos nucleicos alvo; e

(b) reagir o reagente de amplificagdo com o arranjo de sitios de amplificagao,
de tal modo que uma pluralidade de sitios de amplificagdo compreende, cada um,
amplicons clonais de um acido nucleico alvo individual da solugéo,

em que a reagao compreende simultaneamente:

(i) transporte dos diferentes acidos nucleicos alvo para os sitios de
amplificagdo para semear nos sitios de amplificagao, e

(i) amplificacdo dos acidos nucleicos alvo que sdo semeados nos sitios de
amplificagdo, em que a taxa de amplificacdo excede a taxa de semeadura, de modo
que os amplicons gerados impedem que acidos nucleicos alvo adicionais sejam
semeados em cada um da referida pluralidade de sitios de amplificacdo e, desse
modo, impedem que eles sejam amplificados em cada um da referida pluralidade de
sitios de amplificacao.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
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que cada um dos sitios de amplificagdo compreende uma pluralidade de agentes de
captura capazes de se ligar aos diferentes acidos nucleicos alvo na solugao.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que o arranjo de sitios de amplificagdo compreende um arranjo de
caracteristicas sobre uma superficie.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de
que a area para cada uma das caracteristicas € maior do que o diametro do volume
excluido dos acidos nucleicos alvo que sao transportados para os sitios de
amplificagdo.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de
que as caracteristicas ndo sao contiguas e s&o separadas por regides intersticiais da
superficie que carecem dos agentes de captura.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 3 ou 4, CARACTERIZADO pelo
fato de que cada uma das caracteristicas compreende uma esfera, cavidade, canal,
ressalto, saliéncia ou combinacéo destes.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que o arranjo de sitios de amplificagdo compreende esferas em solugéo ou
esferas sobre uma superficie.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que os agentes de captura compreendem acidos nucleicos de captura que s&o
complementares aos diferentes acidos nucleicos alvo.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de
que os diferentes acidos nucleicos alvo compreendem sequéncias universais que
sdo complementares aos acidos nucleicos de captura.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9,
CARACTERIZADO pelo fato de que cada um dos sitios de amplificacdo

compreende uma pluralidade de iniciadores que sao usados para produzir 0s
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amplicons em (b).

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato
de que o arranjo de sitios de amplificagdo compreende um arranjo de caracteristicas
sobre uma superficie.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 11, CARACTERIZADO pelo fato
de que as caracteristicas ndo s&o contiguas e sao separadas por regides intersticiais
da superficie que carecem dos iniciadores que sdo usados para produzir 0s
amplicons em (b).

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que o reagente de amplificagdo compreende ainda
uma polimerase e dNTPs.

14. Método, de acordo com a reivindicagao 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o reagente de amplificacdo compreende ainda uma recombinase e uma
proteina de ligacéo de fita simples.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 13 ou 14, CARACTERIZADO
pelo fato de que reagente de amplificagdo compreende ainda um agente de
aglomeragao molecular.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que a amplificacdo de acidos nucleicos alvo que sao
transportados para os sitios de amplificacdo nao inclui um ciclo de desnaturacéo.

17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 16,
CARACTERIZADO pelo fato de que a pluralidade de sitios de amplificacdo que
compreende uma populagdo clonal de amplicons excede 40% dos sitios de
amplificagédo para os quais os diferentes acidos nucleicos alvo tém acesso fluidico.

18. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que os diferentes acidos nucleicos alvo sao

ativamente transportados para os sitios de amplificacdo auxiliados por aplicagao de
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um campo elétrico.

19. Método, de acordo com a reivindicagao 18, CARACTERIZADO pelo fato
de que o campo elétrico é aumentado a medida que a reag&o progride ao longo do
tempo.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 18 ou 19, CARACTERIZADO
pelo fato de que o arranjo de sitios de amplificagdo compreende um arranjo de
caracteristicas nao contiguas sobre uma superficie, as caracteristicas sendo
separadas por regides intersticiais da superficie.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 18 a 20,
CARACTERIZADO pelo fato de que a area para cada uma das caracteristicas é
maior que o didmetro do volume excluido dos acidos nucleicos alvo que sao
transportados para os sitios de amplificacao.

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 21,
CARACTERIZADO pelo fato de que os diferentes acidos nucleicos alvo sao
repelidos ativamente das regides intersticiais através da aplicagdo de um segundo

campo elétrico.
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