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DESCRIPCION
Nanoinformadores y métodos para su produccioén y uso.
1.CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para la deteccion y la cuantificacion de moléculas diana
individuales en muestras biomoleculares. En particular, la invencion se refiere a moléculas informadoras marcadas,
codificadas, referidas en la presente memoria como "nanoinformadores" marcados, que son capaces de unirse a
moléculas diana individuales. A través de los cddigos de marcaje de los nanoinformadores, la union de los
nanoinformadores a las moléculas diana da como resultado la identificacion de las moléculas diana. También se
proporcionan los métodos para elaborar y utilizar dichos nanoinformadores. Los nanoinformadores se pueden utilizar
en aplicaciones de diagndstico, prondstico, control de calidad y escrutinio.

2.ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere generalmente al campo de la deteccidn, identificacion, y cuantificacién de moléculas diana
en mezclas.

Aunque todas las células del organismo humano contienen el mismo material genético, los mismos genes no son
activos en todas esas células. Las alteraciones en los patrones de expresion génica pueden tener profundos efectos
sobre las funciones biolégicas. Estas variaciones en la expresion génica se encuentran en el nucleo de de los
procesos fisiolégicos alterados y patolégicos. Por lo tanto, la identificacion y cuantificacion de la expresion de los
genes en células normales en comparacion con las células enfermas puede ayudar al descubrimiento de nuevos
farmacos y dianas diagndsticas.

Los acidos nucleicos pueden ser detectados y cuantificados basandose en sus secuencias de polinucleétidos
especificas. El principio basico subyacente a los métodos existentes de deteccion y cuantificacion es la hibridacion
de una secuencia sonda complementaria marcada a una secuencia diana de interés en una muestra. La formacion
de un duplex indica la presencia de la secuencia diana en una muestra y el grado de formacion de duplex, medido
por la cantidad de marca incorporada en él, es proporcional a la cantidad de secuencia diana.

Esta técnica, denominada hibridacion molecular, ha sido una herramienta util para identificar y analizar secuencias
de acidos nucleicos especificas en mezclas complejas. Esta técnica ha sido utilizada en diagndsticos, por ejemplo,
para detectar secuencias de acido nucleico de diferentes microbios en muestras biolégicas. Por afadidura, se han
utilizado técnicas de hibridacidon para cartografiar las diferencias genéticas o los polimorfismos entre individuos.
Ademas, se han utilizado estas técnicas para controlar los cambios en la expresiéon génica en diferentes poblaciones
de células o en células tratadas con diferentes agentes.

En el documento WO 2005/071401 se describe un método para el analisis simultaneo, en un formato homogéneo,
para la deteccion de multiples secuencias diana de acido nucleico. La invencion utiliza sondas de captura
conjugadas con sustratos que son distinguibles basandose en la firma espectral Unica combinada con sondas
informadoras que tienen una marca detectable por separado. En particular, los sustratos son subconjuntos de
microesferas, creados impregnando una combinacién de dos colorantes fluorescentes en diferentes proporciones
para producir una unica firma espectral para cada subconjunto. En presencia de una secuencia diana, se forman
complejos detectables que son distinguibles para cada combinacién de diana, sonda de captura (que portaobjetos
subconjuntos de cuentas que contienen una sola firma espectral) y sonda informadora (que contiene una sola sefial
producida por una marca fluorescente).

El documento US 6.268.147 hace referencia a un método para analizar ADN gendmico y secuencias expresadas
utilizando oligonucledétidos coadyuvantes, previamente recocidas con el acido nucleico diana de hebra sencilla para
formar una molécula diana parcialmente duplex. El analito de acido nucleico no marcado (la "secuencia diana") se
desnaturaliza y se recuece o se hibrida a un exceso molar de dos 0 mas sondas oligonucleotidicas, al menos una de
las cuales esta marcada, y que se unen a secuencias diana en una o mas regiones de la secuencia conocida, para
formar una estructura parcialmente duplex en la que al menos dos sondas oligonucleotidicas se unen a la secuencia
diana en tandem, formando una regién duplex en la que la unién de al menos una sonda es estabilizada por el
apilamiento de bases contiguas ininterrumpidas con la sonda hibridante en tdndem. Las sondas estan marcadas
simplemente con marcas o etiquetas detectables.

El documento WO 03/003810 hace referencia a sondas individuales, presentes en poblaciones. En particular, este
documento describe una poblacion diversa de sondas marcadas Unicamente, que contienen alrededor de treinta o
mas sondas de acido nucleico especificas de la diana ancladas cada una a una marca Unica unida a un acido
nucleico, y los métodos de uso de estas sondas para detectar un analito de acido nucleico.

En el pasado, solamente se podian detectar unos pocos genes en una muestra compleja de una vez. En el siglo
pasado, varias tecnologias han hecho posible controlar el nivel de expresién de un gran niumero de transcritos en el
interior de una célula al mismo tiempo (véanse, p. ej., Schena et al., 1995, Science 270: 467-470; Lockhart et al.,
1996, Nature Biotechnology 14: 1675-1680; Blanchard et al., 1996, Nature Biotechnology 14:1649). En los
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organismos para los cuales se conoce la mayor parte o todo el genoma, es posible analizar los transcritos de un
gran numero de genes del interior de la célula. La mayor parte de estas tecnologias emplean micromatrices de ADN,
dispositivos que consisten en miles de secuencias de ADN inmovilizadas presentes sobre una superficie
miniaturizada que han hecho mas eficaz este procedimiento. Utilizando una micromatriz, es posible detectar en un
solo experimento la presencia o ausencia de miles de genes en una muestra biolégica. Esto permite a los
investigadores realizar simultaneamente varias pruebas diagnésticas en una muestra, u observar los cambios en el
nivel de expresion en miles de genes en un experimento. Generalmente, las micromatrices se preparan uniendo
secuencias de ADN a una superficie tal como una membrana de nailon o un portaobjetos de vidrio en localizaciones
definidas precisamente sobre una rejilla. Después los acidos nucleicos de la muestra biolégica se marcan y se
hibridan a la matriz. EI ADN marcado de la muestra marca la posicion exacta de la matriz en la que se produce la
hibridacion, permitiendo la deteccion automatica.

Desafortunadamente, a pesar de la miniaturizaciéon de los formatos de las matrices, este método todavia requiere
cantidades significativas de la muestra biolégica. Sin embargo, en algunos casos, tales como las biopsias de tejidos
enfermos o las muestras de un tipo de células discreto, la muestra bioldgica se encuentra en una provision limitada.
Ademas, la cinética de la hibridacion sobre la superficie de una micromatriz es menos eficaz que la hibridacion en
pequefas cantidades de solucién acuosa. Por otra parte, si bien existen métodos para estimar la cantidad de acido
nucleico presente en una muestra basandose en el resultado de la hibridaciéon con la micromatriz, la tecnologia de
las micromatrices hasta ahora no permite la deteccion de moléculas diana a nivel individual, ni existen métodos
basados en micromatrices para cuantificar directamente la cantidad de molécula diana en una muestra dada.

De este modo, existe la necesidad de una deteccion, identificacion y cuantificacion exacta y sensible de moléculas
diana en mezclas complejas. El comentario o la cita de una referencia en la presente memoria no deberan ser
considerados un reconocimiento de que dicha referencia constituya técnica anterior para la presente invencion.

3.COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencidon hace referencia a métodos para la generacidon de diversas poblaciones de moléculas
marcadas Unicamente, preferiblemente moléculas sintéticas, referidas en la presente memoria como
nanoinformadores, que pueden ser utilizadas para la deteccion, identificacion, y cuantificacion directa de una amplia
variedad de moléculas diana. Los métodos son ventajosos ya que generan un gran numero de moléculas
informadoras perfectamente marcadas, cada una capaz de detectar una Unica molécula diana, partiendo solo de un
pequefo numero de tipos diferentes de monémeros marcadores.

En ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona un nanoinformador dual, o un "par de sondas", que
comprende dos componentes: una primera sonda y una segunda sonda. La primera sonda es un complejo que
comprende: (a) una primera molécula, o un armazén, que comprende: (i) una primera region de anclaje a la marca a
la que estan unidos (directamente o indirectamente) uno o0 mas mondémeros marcadores que emiten luz que
constituye una primera sefial y una segunda region de anclaje a la marca, que no es solapante con la primera region
de anclaje a la marca, a la que estan anclados (directamente, o indirectamente) uno o mas monémeros marcadores
que emiten luz que constituye una segunda sefial; (ii) una primera secuencia especifica de la diana anclada a la
primera molécula; y (iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha primera molécula. La segunda sonda es una
segunda molécula que comprende (i) una segunda secuencia especifica de la diana; (ii) opcionalmente, una tercera
regién de anclaje a la marca a la que estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas mondmeros
marcadores que emiten luz que constituye una tercera sefal; y (iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha segunda
molécula; donde la primera secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica de la diana se unen
a diferentes regiones de la misma molécula diana donde la molécula diana es una molécula de origen natural o un
ADNCc de la misma o un complemento de dicho ADNc; donde cuando dicho par de sondas esta unido a su molécula
diana, la identidad de la primera y la segunda sefales y sus localizaciones relativas entre si constituyen al menos
parte de un codigo que identifica la molécula diana, donde la primera, la segunda y la tercera regiones de anclaje a
la marca son secuencias de nucleétidos predeterminadas,

donde, la primera, la segunda, y la tercera sefiales son distinguibles espacialmente, y

donde una primera molécula de ADN o ARN esté& hibridada a la primera region de anclaje a la marca, a cuya dicha
primera molécula de ADN o ARN estan unidos dichos uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que
constituye dicha primera sefal; y donde una segunda molécula de ADN o ARN esta hibridada a la segunda region
de anclaje a la marca, a cuya dicha segunda molécula de ADN o ARN estan unidos dichos uno o mas monémeros
marcadores que emiten luz que constituye dicha segunda sefial.

En realizaciones alternativas, la presente invencion proporciona un nanoinformador dual, o un "par de sondas", que
comprende dos componentes: una primera sonda y una segunda sonda. La primera sonda es un complejo que
comprende: (i) una primera molécula que comprende: una primera region de anclaje a la marca a la que estan
anclados (directamente o indirectamente) uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye una
primera sefial y una segunda regién de anclaje a la marca que no es solapante con la primera regién de anclaje a la
marca a la que estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz
que constituye una segunda sefal; (ii) una primera secuencia especifica de la diana anclada a la primera molécula y
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(iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha primera molécula. La segunda sonda es una segunda molécula que
comprende (i) una segunda secuencia especifica de la diana; (ii) opcionalmente, una tercera region de anclaje a la
cual estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que
constituye una tercera sefal; y (iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha segunda molécula; donde la primera
sefial, la segunda sefal y la tercera sefial son distinguibles espacialmente o espectralmente; donde la primera
secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica de la diana se unen a diferentes regiones de la
misma molécula diana donde la molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de la misma o un
complemento de dicho ADNc, donde cuando dicho par de sondas esta unido a su molécula diana, la identidad de la
primera y la segunda sefiales y sus localizaciones relativas entre si constituyen al menos parte de un cédigo que
identifica la molécula diana, donde la primera, la segunda, y la tercera regiones de anclaje a la marca son
secuencias de nucleétidos predeterminadas, y

donde una primera molécula de ADN o ARN se hibrida a la primera regién de anclaje a la marca, a cuya dicha
primera molécula de ADN o ARN estan unidos dichos uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que
constituye dicha primera sefal; y donde una segunda molécula de ADN o ARN se hibrida a la segunda regién de
anclaje a la marca, a cuya dicha segunda molécula de ADN o ARN estan unidos dichos uno o mas monémeros
marcadores que emiten luz que constituye dicha segunda sefal.

El cédigo puede consistir en la primera y la segunda sefiales y sus localizaciones relativas entre si, o puede consistir
en la primera y la segunda sefiales y sefiales adicionales generadas de un modo similar a partir de regiones de
anclaje a la marca adicionales (sobre la primera o la segunda molécula) y las localizaciones de las sefales relativas
entre si.

La molécula de ADN es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural o el
complemento de dicho ADNCc.

En un primer aspecto de los nanoinformadores duales de la invencion en el que las regiones de anclaje a la diana
son secuencias de nucledtidos, una primera molécula de ADN se hibrida a una primera regién de anclaje a la marca,
a cuya primera molécula de ADN esta unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas monémeros
marcadores que emiten luz que constituye dicha primera sefial; y donde una segunda molécula de ADN se hibrida a
la segunda region de anclaje a la marca, a cuya segunda molécula de ADN estan unidos (directamente o
indirectamente) dichos uno 0 mas mondmeros marcadores que emiten luz que constituye dicha segunda sefal.

En un segundo aspecto de los nanoinformadores duales de la invencién en el que las regiones de anclaje a la diana
son secuencias de nucleotidos, una primera molécula de ARN se hibrida a la primera regién de anclaje a la marca, a
cuya primera molécula de ARN estan unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas mondémeros
marcadores que emiten luz que constituye dicha primera sefial; y donde una segunda molécula de ADN se hibrida a
la segunda regidon de anclaje a la marca, a cuya segunda molécula de ADN estan unidos (directamente o
indirectamente) dichos uno o0 mas mondmeros marcadores que emiten luz que constituye dicha segunda sefal.

En un tercer aspecto de los nanoinformadores duales de la invencién en el que las regiones de anclaje a la diana
son secuencias de nucledtidos, una pluralidad de primeras moléculas de ADN se hibridan a la primera region de
anclaje a la marca, a cuyas moléculas de ADN estan unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas
monomeros marcadores que emiten luz que constituye dicha primera sefial; y donde una pluralidad de segundas
moléculas de ADN se hibridan a la segunda region de anclaje a la marca, a cuyas segundas moléculas de ADN
estan unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que
constituye dicha segunda sefial.

En un cuarto aspecto de los nanoinformadores duales de la invencién en el que las regiones de anclaje a la diana
son secuencias de nucleétidos, una pluralidad de primeras moléculas de ARN se hibridan a la primera regién de
anclaje a la marca, a cuyas moléculas de ARN estan unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas
monomeros marcadores que emiten luz que constituye dicha primera sefial; y donde una pluralidad de segundas
moléculas de ARN se hibridan a la segunda regién de anclaje a la marca, a cuyas segundas moléculas de ARN
estan unidos (directamente o indirectamente) dichos uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que
constituye dicha segunda sefial.

En ciertas realizaciones de los nanoinformadores duales de la invencion, la segunda sonda es un complejo de acido
nucleico que comprende: (a) la segunda molécula de acido nucleico (armazén), donde la segunda molécula de acido
nucleico comprende una tercera region de anclaje a la marca a la que se hibrida una tercera molécula de ARN, a
cuya tercera molécula de ARN estan unidos (directamente o indirectamente) uno 0 mas monémeros marcadores que
emiten luz que constituye una tercera sefial; y (b) la segunda secuencia especifica de la diana anclada
covalentemente a la segunda molécula de acido nucleico, donde el cédigo comprende la identidad de la primera, la
segunda y la tercera sefales y sus localizaciones relativas entre si. En ciertas realizaciones, los monémeros
marcadores anclados a las primeras regiones de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz
constituye dicha primera sefial, y los monémeros marcadores anclados a la segunda region de anclaje a la marca
emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye la segunda sefial, y los monémeros marcadores
anclados a la tercera region de anclaje de la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye la
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tercera sefal. En otras realizaciones, al menos una de la primera sefal, la segunda sefial y la tercera sefial
comprenden luz a una pluralidad de longitudes de onda diferentes. La primera, la segunda y la tercera sefales
pueden ser distinguibles espectralmente. Alternativamente, la primera y tercera sefiales emiten a la misma longitud
de onda o a las mismas longitudes de onda.

La primera sonda y la segunda sonda comprenden una etiqueta de afinidad. Asimismo, en realizaciones especificas,
la segunda sonda comprende una tercera region de anclaje a la marca a la que estan anclados (directamente o
indirectamente) uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una tercera seial.
Preferiblemente, la primera y segunda moléculas son moléculas de acido nucleico; mas preferiblemente, las
regiones de anclaje a la marca y las secuencias especificas de la diana son secuencias de nucledétidos
predeterminadas. En ciertas realizaciones de los nanoinformadores duales de la invencién, los uno o mas
monoémeros marcadores anclados a una o ambas regiones de anclaje a la marca estan unidos covalentemente a
acidos nucleicos hibridados a sus respectivas regiones de anclaje, o estan unidos covalentemente a acidos
nucleicos que estan unidos a las respectivas regiones de anclaje a la marca indirectamente a través de uno o mas
acidos nucleicos formadores de puentes.

En ciertas realizaciones de los nanoinformadores duales de la invencién, las segundas secuencias especificas de la
diana no estan marcadas con uno cualquiera o mas de dichos monémeros marcadores; sin embargo, al menos una
secuencia especifica de la diana de un nanoinformador esta anclada a un armazén que esta anclado directamente o
indirectamente a uno 0 mas monémeros marcadores.

En otras realizaciones de los nanoinformadores duales de la invencién, la segunda molécula comprende
adicionalmente una cuarta regién de anclaje a la marca a la que estan anclados uno o0 mas mondémeros marcadores
que emiten luz que constituye una cuarta sefal. Preferiblemente, cuando dicho nanoinformador dual esta unido a su
molécula diana, el cédigo comprende la identidad de la primera sefial, la segunda sefial, la tercera sefal y la cuarta
sefial y sus localizaciones relativas entre si.

No obstante, no es necesario que el segundo acido nucleico comprenda una tercera region de anclaje a la marca a
la cual estan anclados (directamente o indirectamente) uno 0 mas mondémeros marcadores que emiten luz que
constituye una tercera sefal. Tales sondas son referidas en la presente memoria como "sondas fantasma". Las
sondas fantasma contienen una secuencia especifica de la diana, que mejora la cinética de hibridacién de un
nanoinformador a su molécula diana, y, opcionalmente, una etiqueta de afinidad que se puede utilizar para
inmovilizar y estirar el nanoinformador dual. En las realizaciones de los nanoinformadores que emplean una sonda
fantasma, la primera molécula (a la que estan anclados los monémeros marcadores y que a veces es referida en la
presente memoria como "sonda informadora") es preferiblemente una molécula de acido nucleico de alrededor de
2.000 a alrededor de 10.000 bases de longitud, més preferiblemente de alrededor de 5.000 a alrededor de 8.000
bases de longitud, y la segunda molécula (la "sonda fantasma") es preferiblemente una molécula de acido nucleico
de alrededor de 40 a alrededor de 250 bases de longitud, mas preferiblemente de alrededor de 50 a 100 bases de
longitud. En una realizacion especifica, tanto la primera molécula como la segunda molécula son moléculas de ADN.

Segun se utiliza en la presente memoria, el uso de los términos "alrededor de" y "aproximadamente" delante de un
ndmero o intervalo representan ese nimero o intervalo mas o menos el 5%.

Se puede anclar indirectamente una etiqueta de afinidad a la primera sonda o a la segunda sonda. Por ejemplo se
puede anclar covalentemente una etiqueta de afinidad a un oligonucleétido hibridado a la primera o la segunda
sondas, o se puede anclar covalentemente a un oligonucleétido hibridado a un "parche" que esta hibridado al
armazén de la primera y/o la segunda sondas. Alternativamente, la etiqueta de afinidad esta anclada
covalentemente a la primera molécula de acido nucleico y/o a la segunda molécula de acido nucleico de la primera y
la segunda sondas.

Las sefales emitidas por los monémeros marcadores anclados a una regién de anclaje a la marca dada pueden ser
iguales o diferentes. De este modo, en una realizacién, los monémeros marcadores anclados a una regiéon de
anclaje a la marca (p. €j., primera o segunda) especifica emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye
la sefial correspondiente a la regién de anclaje a la marca. Alternativamente, en otra realizacion, al menos una de la
primera sefial y la segunda sefial comprende luz a una pluralidad de longitudes de onda diferentes.

Preferiblemente, en ciertas realizaciones, las sefales emitidas por los monémeros marcadores anclados a regiones
de anclaje a la marca adyacentes son distinguibles espectralmente. De este modo, en realizaciones especificas, la
primera y la segunda sefiales son distinguibles espectralmente.

Los autores de la presente invencién también describen una sonda, que puede ser un nanoinformador singular o uno
0 ambos de los dos componentes de un nanoinformador dual, siendo dicha sonda un complejo de acido nucleico
que comprende (a) una molécula de acido nucleico que comprende (i) una primera regién de anclaje a la marca a la
cual se hibrida una primera molécula de ARN, a cuya primera molécula de ARN estan unidos (directamente o
indirectamente) uno o0 mas mondmeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefal; (ii) una
segunda region de anclaje a la marca a la cual se hibrida una segunda molécula de ARN, a cuya segunda molécula
de ARN estan unidos (directamente o indirectamente) uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que
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constituye una segunda sefial; y (b) una secuencia especifica de la diana anclada covalentemente a la molécula de
acido nucleico, donde la primera y la segunda moléculas de ARN tienen al menos 20 nucleédtidos, donde la
secuencia especifica de la diana se une a la molécula diana, cuya molécula diana es una molécula de origen natural
o un ADNc de una molécula de origen natural o el complemento de dicho ADNc, y donde cuando dicha sonda esta
unida a su molécula diana, la identidad de la primera y la segunda sefiales y sus localizaciones relativas entre si
constituyen al menos parte de un cédigo que identifica la molécula diana. La primera y la segunda moléculas de
ARN tienen cada una preferiblemente al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos
80, al menos 90 o al menos 100 nucleodtidos.

Adicionalmente, los autores de la presente invencion describen una sonda, siendo dicha sonda un complejo de acido
nucleico que comprende (a) una molécula de acido nucleico sintética que comprende (i) una primera regién de
anclaje a la marca a la cual se hibrida una primera molécula de ARN, a cuya primera molécula de ARN estan
anclados uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefial; (ii) una segunda
region de anclaje a la marca a la cual se hibrida una segunda molécula de ARN, a cuya segunda molécula de ARN
estan anclados uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una segunda sefial; y (b) una
secuencia especifica de la diana anclada covalentemente a la molécula de acido nucleico sintética, donde la primera
y la segunda moléculas de ARN tienen cada una al menos 50 nucleétidos, donde la secuencia especifica de la diana
se une a una molécula diana, cuya molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de
origen natural o el complemento de dicho ADNc, y donde cuando dicha sonda se une a su molécula diana, la
identidad de la primera y segunda sefiales y sus localizaciones relativas entre si constituyen al menos parte de un
cédigo que identifica la molécula diana.

También se describe en la presente memoria una sonda, siendo dicha sonda un complejo de acido nucleico que
comprende: (a) una molécula de acido nucleico que comprende (i) una primera region de anclaje a la marca a la cual
se hibrida una primera molécula de ARN, a cuya primera molécula de ARN estan anclados covalentemente uno o
mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefial; (ii) una segunda region de anclaje a
la marca a la que se hibrida una segunda molécula de ARN, a cuya segunda molécula de ARN estan anclados
covalentemente uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que constituye una segunda sefal; y (b) una
secuencia especifica de la diana anclada covalentemente a la molécula de acido nucleico, donde la primera y la
segunda moléculas de ARN tienen cada una al menos 50 nucledétidos, donde la secuencia especifica de la diana se
une a una molécula diana, cuya molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de
origen natural o el complemento de dicho ADNc, y donde cuando dicha sonda esta unida a su molécula diana, la
identidad de la primera y la segunda sefales y sus localizaciones relativas entre si constituyen al menos parte del
cédigo que identifica la molécula diana.

En ciertos aspectos de la presente invencion, los mondmeros marcadores estan anclados a las regiones de anclaje
de los nanoinformadores de la invencion por medio de uno o mas parches de ARN, o moléculas de ARN. Tales
parches de ARN tienen cada uno preferiblemente de alrededor (+/- 5%) de 100 a alrededor de 3.000 nucleoétidos
cada uno, mas preferiblemente alrededor de 500 a alrededor de 1.500 nucleétidos cada uno.

La etiqueta de afinidad se puede anclar a un parche y, en un nanoinformador dual, la etiqueta de afinidad puede
estar anclada a uno o mas parches sobre uno o ambos componentes del par de sondas.

La etiqueta de afinidad se puede anclar siendo anclada covalentemente a un oligonucleétido hibridado a uno o mas
parches en un nanoinformador. Alternativamente, la etiqueta de afinidad se puede anclar a la molécula de &cido
nucleico que es el armazén de un nanoinformador.

También se describen en la presente memoria complejos de nanoinformador-molécula diana. Opcionalmente, uno o
mas componentes de los complejos de nanoinformador estan anclados covalentemente a una etiqueta de afinidad
para la purificacién y/o la inmovilizacién (ya sea antes o después del estiramiento, como se describe en la Seccion
5,12 mas abajo). Alternativamente, la propia molécula diana esta anclada a una etiqueta de afinidad. Por ejemplo,
cuando la molécula diana es un acido nucleico, la etiqueta de afinidad puede ser biotina que es incorporada al acido
nucleico en forma de nucleétidos modificados con biotina. La molécula diana se puede inmovilizar por medio de una
etiqueta de afinidad antes o después de la formacion del complejo de nanoinformador-molécula diana. Cuando la
etiqueta de afinidad es un radical de biotina, la molécula diana se puede inmovilizar sobre una superficie sélida que
esta recubierta con avidina o estreptavidina.

Uno o todos los componentes (p. ej., armazon, secuencia especifica de la diana) de un nanoinformador pueden ser
(o tener la secuencia de) una molécula de origen natural. No obstante, el nanoinformador completamente
ensamblado y marcado es generalmente una molécula sintética, por ejemplo una molécula quimérica elaborada
reuniendo secuencias de origen natural (p. €j., un armazon viral o basado en plasmidos y una secuencia especifica
de la diana de mamifero) y/o secuencias artificiales.

Preferiblemente se forman imagenes de los nanoinformadores de la invencién, cuando forman complejos con sus
moléculas diana, cuando estan inmovilizados y estirados. Los nanoinformadores y los complejos que comprenden
los nanoinformadores y las moléculas diana pueden ser inmovilizados mediante cualquier método conocido en la
técnica. Preferiblemente, el nanoinformador esté anclado a una etiqueta de afinidad (p. €j., biotina o digoxigenina)
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que se puede utilizar para trabar el nanoinformador a una superficie que contiene un ligando para la etiqueta de
afinidad (p. €j., estreptavidina o un anticuerpo anti-digoxigenina, respectivamente). El nanoinformador inmovilizado
puede ser estirado por medio de cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero no limitado a
estiramiento por flujo, una técnica de menisco en retraccion, electroestiramiento, constriccion en el flujo de un liquido
que contiene el nanoinformador junto con un campo eléctrico oscilante.

Los autores de la presente invencidon también describen en la presente memoria poblaciones de diez o mas
nanoinformadores, o sondas, comprendiendo cada sonda una molécula sintética, comprendiendo dicha molécula
sintética, sucesivamente en el siguiente orden: (a) una primera regiéon de anclaje a la marca a la cual estan anclados
(directamente o indirectamente) uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que constituye una primera
sefial; (b) una segunda regién de anclaje a la marca a la cual estan anclados uno o mas monémeros marcadores
que emiten luz que constituye una segunda sefial; (c) una tercera regién de anclaje a la marca a la cual estan
anclados uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una tercera sefial; y (d) una secuencia
especifica de la diana que se une a una molécula diana; donde la primera y la segunda sefiales son distinguibles
espectralmente; donde la segunda y la tercera sefales son distinguibles espectralmente; donde la primera y la
segunda sefiales no se pueden resolver espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar para detectar
dichas primera, segunda y tercera sefiales; donde la segunda y la tercera sefiales no se pueden resolver
espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar para detectar dichas primera, segunda y tercera sefales;
donde la primera y la tercera sefales se pueden resolver espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar
para detectar dichas primera, segunda y tercera sefales; donde cada sonda comprende una secuencia especifica
de la diana que se une a una molécula diana diferente; y donde las identidades de la primera, la segunda y la tercera
sefiales y la localizacién de la primera y la tercera sefales relativas entre si constituyen al menos parte de un codigo
que identifica cada molécula diana.

Preferiblemente, la molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural
o el complemento de dicho ADNc.

También preferiblemente, las regiones de anclaje a la marca y las secuencias especificas de la diana son
secuencias de nucleotidos predeterminadas.

En ciertos aspectos de la invencion, los pares de sondas de la invencién son purificados.

En ciertas realizaciones especificas, los monémeros marcadores anclados a la primera region de anclaje a la marca
emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye dicha primera sefial; donde los monémeros marcadores
anclados a la segunda region de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye la
segunda sefal; y los monémeros marcadores anclados a la tercera regién de anclaje a la marca emiten luz a la
misma longitud de onda, cuya luz constituye la tercera sefial. De este modo, en tales realizaciones, los mondémeros
marcadores anclados a una regién de anclaje a la marca concreta emiten luz a la misma o a las mismas longitudes
de onda.

En otras realizaciones especificas, al menos una de la primera sefal, la segunda sefial, y la tercera sefal
comprende luz a una pluralidad de longitudes de onda diferentes. En tales realizaciones, dos 0 mas monémeros
anclados a al menos una region de anclaje a la marca emiten luz a diferentes longitudes de onda.

Los autores de la presente invencion también describen en la presente memoria una poblacién de diez o mas
complejos de nanoinformador-molécula diana, comprendiendo cada complejo una molécula sintética unida a una
molécula diana, comprendiendo dicha molécula sintética, sucesivamente en el siguiente orden: (a) una primera
region de anclaje a la marca a la cual estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas mondmeros
marcadores que emiten luz que constituye una primera sefial; (b) una segunda region de anclaje a la marca a la cual
estan anclados uno o0 mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una segunda sefial; (c) una
tercera regién de anclaje a la marca a la cual estan anclados uno o0 mas monémeros marcadores que emiten luz que
constituye una tercera sefial; y (d) una secuencia especifica de la diana que se une a dicha molécula diana; donde la
primera y la segunda sefales son distinguibles espectralmente; donde la segunda y la tercera sefiales son
distinguibles espectralmente; donde la primera y la segunda sefales no se pueden resolver espacialmente en las
condiciones que se pueden utilizar para detectar dicha primera, dicha segunda y dicha tercera sefales; donde la
segunda y la tercera sefiales no se pueden resolver espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar para
detectar dicha primera, segunda y tercera sefiales; donde la primera y la tercera sefiales se pueden resolver
espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar para detectar dicha primera, segunda y tercera sefales;
donde cada secuencia especifica de la diana (o, en un nanoinformador dual, par de secuencias especificas de la
diana) se une a una de dichas moléculas diana diferentes; y donde las identidades de la primera, segunda y tercera
sefiales y las localizaciones de la primera y la tercera sefiales relativas entre si constituyen al menos parte de un
cadigo que identifica cada molécula diana.

Opcionalmente, la poblacién se inmoviliza en una superficie solida, y preferiblemente se estira. Por ejemplo, se
puede someter la poblacion a estiramiento de flujo, una técnica de menisco en retraccion, electroestiramiento, o
constriccion en el flujo de un liquido que contiene dichos complejos junto con un campo eléctrico oscilante.
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La presente invencion proporciona ademas métodos de deteccion de una molécula diana, comprendiendo dichos
métodos: (a) poner en contacto una muestra biomolecular con un par de sondas de acuerdo con la invencion en
condiciones que permiten la unién de la primera secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica
de la diana a la molécula diana y (b) detectar el codigo que identifica una molécula diana.

Preferiblemente, la sonda y la molécula diana son acidos nucleicos. En ciertas realizaciones especificas, los
monoémeros marcadores anclados a la primera regién de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda,
los monémeros marcadores anclados a la segunda regién de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de
onda, y los monémeros marcadores anclados a la tercera region de anclaje a la marca emiten luz a la misma
longitud de onda. En dicha realizacion, cada una de la primera sefal, la segunda sefial y la tercera sefial consiste en
luz a una unica longitud de onda.

En otras realizaciones, al menos una de la primera sefal, la segunda sefal, y la tercera sefial comprende luz a una
pluralidad de longitudes de onda diferentes.

Los autores de la presente invencién también describen una molécula de acido nucleico artificial que comprende una
0 mas regiones sintéticas (en adelante, "Region"), teniendo cada Regién al menos 50 nucledtidos y comprendiendo
una base repetida regularmente, teniendo dicha base repetida regularmente una periodicidad de cuatro a veinticinco,
de manera que dicho tipo de base aparece a intervalos regulares de cada cuarta a cada vigésimo quinta posicién en
dicha region. En una realizacion especifica, no mas de 5% de dicha base en dicha Region aparece a otros intervalos
regulares distintos del mencionado. El acido nucleico artificial puede ser un acido nucleico de hebra sencilla (p. €j.,
util como armazoén del nanoinformador) o al menos parcialmente (o completamente) de doble hebra (p. €j., un
armazon del nanoinformador al cual se hibridan parches). El acido nucleico artificial puede ser ARN, ADN, o un
hibrido ADN/ARN. Preferiblemente la base repetida regularmente es una timidina o un uracilo. En realizaciones
especificas, la periodicidad de la base repetida regularmente en dichas una o mas Regiones es de alrededor de 6 a
alrededor de 15; alternativamente, la periodicidad de la base repetida regularmente en dichas una o mas Regiones
es de alrededor de 8 a alrededor de 12.

Preferiblemente, el acido nucleico artificial comprende una pluralidad de Regiones, por ejemplo de alrededor de 2 a
alrededor de 50 Regiones, o de alrededor de 3 a alrededor de 10 Regiones.

La pluralidad de Regiones pueden ser inmediatamente adyacentes entre si, o estar separadas por una o mas
regiones espaciadoras. Las regiones espaciadoras pueden incluir, por ejemplo, una o0 mas secuencias de
reconocimiento para endonucleasas de restriccion (o el complemento de las mismas) y/o una o mas secuencias
promotoras de ARN polimerasa (o el complemento de las mismas).

Opcionalmente, la pluralidad de Regiones difieren entre si en la secuencia.
El acido nucleico artificial puede comprender adicionalmente un origen de replicacion.

Preferiblemente, el contenido de GC de las una o mas Regiones es de alrededor de 25% a alrededor de 75%, mas
preferiblemente de alrededor de 40 a alrededor de 60%, y muy preferiblemente es de alrededor de 50% (+/- 5%).

Cada una de dichas una 0 mas Regiones de los acidos nucleicos artificiales de la invencion tiene preferiblemente de
alrededor de 50 a alrededor de 50.000 bases de longitud, y tiene mas preferiblemente de alrededor de 200 a
alrededor de 2.000 bases de longitud.

Los acidos nucleicos artificiales descritos en la presente memoria tienen preferiblemente de alrededor de 50 a
alrededor de 100.000 bases de longitud, y tienen mas preferiblemente de alrededor de 200 a alrededor de 10.000 o
de alrededor de 500 a alrededor de 20.000 bases de longitud.

Los acidos nucleicos artificiales descritos en la presente memoria pueden comprender una o una pluralidad de
Regiones, que son utiles como regiones de anclaje a la marca. Cuando un acido nucleico artificial comprende una
pluralidad de Regiones, el tipo de base repetida regularmente puede ser el mismo en la pluralidad de Regiones, o
diferente. Asimismo, la periodicidad de la base repetida regularmente puede ser la misma en la pluralidad de
Regiones, o diferente. Los autores de la presente invencién describen por lo tanto un acido nucleico artificial que
comprende una pluralidad de Regiones, en las que tanto el tipo como la periodicidad de la base repetida
regularmente son los mismos en la pluralidad de Regiones.

Los acidos nucleicos artificiales descritos en la presente memoria pueden comprender ademas una secuencia
especifica de la diana.

Preferiblemente, las Regiones no comprenden un sitio de reconocimiento para endonucleétidos de restriccion que
realizan al menos 6 cortes, tales como una de las siguientes endonucleasas de restriccion: BamHI, EcoRI, Pstl,
Smal, Xbal, Notl, Sacl, EcoRV, Hindlll, Clal, Sall, Xhol, Apal o Kpnl. En una realizacion especifica, las Regiones no
comprenden ningun sitio de reconocimiento para enzimas que realizan 6 cortes, 0 enzimas que realizan al menos 6
cortes que se utilizan para la clonacién dentro del acido nucleico artificial, por ejemplo enzimas que realizan 6 cortes
presentes en el poliligador de un plasmido o en regiones que flanquean las Regiones.
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Preferiblemente se pronostica por medio del soporte l6gico MFOLD que los acidos nucleicos artificiales o al menos
las Regiones de éstos, no contienen bucles en horquilla.

Preferiblemente, los acidos nucleicos artificiales o al menos las Regiones de estos no tienen repeticiones directas o
invertidas que sean mayores de 12 bases de longitud. Alternativamente, los acidos nucleicos artificiales y/o las
Regiones no tienen repeticiones directas o invertidas que sean mayores de alrededor de 11, alrededor de 10 o
alrededor de 9 bases de longitud.

Los acidos nucleicos artificiales preferiblemente comprenden una secuencia promotora (tal como 77, T3 o SP6) o su
complemento.

Los acidos nucleicos artificiales pueden comprender adicionalmente una secuencia de encapsidacion de fagos.

Las Regiones de los acidos nucleicos artificiales pueden estar flanqueadas por sitios de reconocimiento para
endonucleasas de restriccion.

Los acidos nucleicos artificiales se pueden utilizar como armazones de nanoinformadores, en los que las Regiones
son utiles como regiones de anclaje a marcas. Por consiguiente, los autores de la presente invencién describen un
acido nucleico artificial que comprende una o mas Regiones, estando anclada la base repetida regularmente de
dichas una o mas Regiones a al menos un monémero marcador emisor de luz. Al menos una base repetida
regularmente puede ser anclada covalentemente al monémero marcador, o puede ser anclada al mondmero
marcador por medio de hibridacion a otro acido nucleico al cual estd anclado covalentemente el mondmero
marcador. Opcionalmente, al menos dos Regiones diferentes estan ancladas a un monémero marcador emisor de
luz diferente.

Los acidos nucleicos artificiales pueden comprender adicionalmente una etiqueta de afinidad y/o un origen de
replicacion.

Opcionalmente, un acido nucleico artificial es una molécula parcialmente o totalmente de doble hebra en la que una
hebra es ADN al cual se hibridan una pluralidad de ARN, comprendiendo cada ARN una Unica region en la que la
base repetida regularmente es uracilo modificado con aminoalilo. Opcionalmente, al menos 50% de las apariciones
de dicho uracilo modificado con aminoalilo estan ancladas covalentemente a al menos un monémero marcador
emisor de luz; en otras realizaciones, el porcentaje de apariciones es al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%,
al menos 90%, al menos 95% o al menos 98%. Este porcentaje de apariciones se puede medir mediante cualquier
método conocido en la técnica.

Como se comenta en otra parte, los nanoinformadores de la invencion pueden comprender armazones de acido
nucleico que estan anclados a parches y, opcionalmente, alas. Los detalles de tales estructuras se comentan en la
Seccion 5.3, mas abajo, y las estructuras ilustrativas de parches y alas se representan en la Figura 7.

La presente invencion proporciona adicionalmente métodos de deteccidon de una pluralidad de moléculas diana,
comprendiendo dichos métodos: (a) poner en contacto una muestra biomolecular que puede contener la molécula
diana con una poblacion de pares de sondas de acuerdo con la invencion en condiciones que permiten la union de la
primera secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica de la diana de cada par de sondas a sus
respectivas moléculas diana, donde cada par de sondas de dicha poblaciéon cuando se une a su respectiva molécula
diana esta asociado con un cédigo distinguible; y (b) detectar los codigos que identifican la pluralidad de moléculas
diana.

En ciertos aspectos, el nanoinformador de los métodos es una molécula sintética que comprende: (i) una primera
regién de anclaje a la marca a la que estan anclados (directamente o indirectamente) uno o0 mas mondmeros
marcadores que emiten luz que constituye una primera sefal, siendo todas dichas primeras sefiales la misma; (i)
una segunda region de anclaje a la marca a la que estan anclados uno 0 mas mondémeros marcadores que emiten
luz que constituye una segunda sefal, siendo todas dichas segundas sefiales la misma; (iii) una tercera regién de
anclaje a la marca a la que estan anclados uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye una
tercera sefal, siendo todas dichas terceras sefiales la misma; donde cada regiéon de anclaje comprende una
pluralidad de pares de parches; donde la primera y segunda sefiales son distinguibles espectralmente; donde la
segunda y tercera sefales son distinguibles espectralmente, y determinar si esta presente y/o se produce o no el
cédigo del nanoinformador comprende b) detectar dichas primera, segunda y tercera sefiales en condiciones: donde
la primera y segunda sefiales no se pueden resolver espacialmente; donde la segunda y tercera sefiales no se
pueden resolver espacialmente; donde la primera y tercera sefiales se pueden resolver espacialmente en dichas
condiciones; y donde las identidades de la primera, segunda y tercera sefiales y las localizaciones de la primera y la
tercera sefiales relativas entre si constituyen al menos parte de un cédigo que identifica una molécula diana. De ese
modo, se detecta la molécula diana.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1A-1F: La Figura IA ilustra un nanoinformador dual con un cédigo de nanoinformador en la posicién 16, que
utiliza dos componentes nanoinformadores de la posicion 8. La Figura 1B ilustra un nanoinformador dual con un
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cédigo de nanoinformador en la posiciéon 9, que utiliza un componente de nanoinformador en la posicion 8 y un
componente de nanoinformador en una Unica posicidn. La Figura 1 C ilustra un nanoinformador dual con un cédigo
de nanoinformador en la posicidon 8, que utiliza una sonda fantasma y un componente de nanoinformador en la
posiciéon 8. La Figura ID ilustra un Unico nanoinformador con un cédigo de nanoinformador en la posicion 8. En las
Figuras 1A-11 D, la forma de estrella (representada con una flecha) es ilustrativa........

se comentan en la Seccion 5.3, mas abajo, y las estructuras de parche y ala ilustrativas se representan en la Figura
7.

La presente invencion proporciona adicionalmente métodos de deteccion de una molécula diana, comprendiendo
dichos métodos: (a) poner en contacto una muestra biomolecular que puede contener la molécula diana con
cualquiera de las estructuras nanoinformadoras descritas en la presente memoria en condiciones que permiten la
union de la molécula sintética a la molécula diana, (b) someter a las condiciones que permitan la formacién y/o
deteccion del cddigo del nanoinformador y (c) determinar si se produce o estd presente o no el codigo del
nanoinformador, detectando de ese modo dicha molécula diana.

En ciertos aspectos de la invencion, el nanoinformador de los métodos es una molécula sintética que comprende: (i)
una primera region de anclaje a la marca a la cual estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas
monomeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefal, siendo todas dichas primeras sefales la
misma; (ii) una segunda region de anclaje a la marca a la que estan anclados uno o mas monémeros marcadores
que emiten luz que constituye una segunda sefial, siendo todas dichas segundas sefiales la misma; (iii) una tercera
region de anclaje a la marca a la cual estan anclados uno o mas mondmeros marcadores que emiten luz que
constituye una tercera sefal, siendo todas las terceras sefiales la misma; donde cada region de anclaje comprende
una pluralidad de pares de parches; donde la primera y segunda sefiales son distinguibles espectralmente; donde la
segunda y tercera sefales son distinguibles espectralmente, y determinar si esta presente o se ha producido o no el
cédigo del nanoinformador comprende (b) detectar dichas primera, segunda y tercera sefiales en las condiciones:
donde la primera y segunda sefiales no se pueden resolver espacialmente; donde la segunda y tercera sefales no
se pueden resolver espacialmente; donde la primera y tercera sefales se pueden resolver espacialmente en dichas
condiciones; y donde las identidades de la primera, segunda y tercera sefiales y las localizaciones de la primera y
tercera sefiales relativas entre si constituyen al menos parte de un cédigo que identifica una molécula diana. De ese
modo, se detecta la molécula.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1A-1F: Figura IA ilustra un nanoinformador dual con un cédigo de nanoinformador en la posicién 16, que
utiliza dos componentes nanoinformadores de la posicion 8. La Figura 1B ilustra un nanoinformador dual con un
cédigo nanoinformador en la posicion 9, que utiliza un componente nanoinformador en la posicion 8 y un
componente nanoinformador en una unica posicion. La Figura 1 C ilustra un nanoinformador dual con un cédigo
nanoinformador en la posicién 8, que utiliza una sonda fantasma y un componente nanoinformador en la posicion 8.
La Figura ID ilustra un unico nanoinformador con un cédigo nanoinformador en la posiciéon 8. En las Figuras 1A-11
D, la forma de estrella (representada con una flecha) es ilustrativa......... de una etiqueta de afinidad, que se puede
utilizar para purificar el nanoinformador (o un complejo de nanoinformador-molécula diana) para la formacion de
imagenes. La region numerada de la Figura 1A-1D hace referencia a regiones de anclaje a la marca separadas.
Todas excepto la posicion 12 de la Figura 1A se marcan con uno a cuatro tipos de mondémeros marcadores,
representados como diagramas de "soles" grises, blancos, rayados o con tiras. La posicidon 12 de la Figura 1A es
una "mancha oscura" no marcada. Las Figuras 1E y 1F representan variaciones en los nanoinformadores de las
Figuras 1B y 1D, respectivamente, en las que la molécula diana a la cual se unen los nanoinformadores comprende
radicales de biotina (mostrados en forma de pequefios asteriscos), por ejemplo nucleétidos modificados con biotina
incorporados al azar a un acido nucleico diana. Los propios nanoinformadores comprenden opcionalmente una
etiqueta de afinidad (no mostrado).

FIGURA 2A-2C: La Figura 2A muestra una ilustracion de una unidad marcadora de un nanoinformador, que contiene
un armazén con unidades de parche y las correspondientes alas divididas dispuestas a lo largo de su longitud. La
Figura 2B ilustra los componentes de un Unico par de parches y su correspondiente ala, que contiene 1: una porcion
de un armazén de nanoinformador (p. ej., ADN de hebra sencilla de M13); 2: Un par de parches; 3: un par de alas
divididas; y 4: oligonucleétidos marcados, cada uno con un mondémero marcador incorporado, hibridados al ala
dividida. La Figura 2C muestra un nanoinformador con 4 "manchas", cada mancha disefiada para que contenga 9
pares de parches de 60-65 nucledtidos, cada uno anclado a un par de alas divididas de 95-100 nucleétidos. Cada
par de alas divididas tenia un sitio de unién para 12 oligonucleétidos cada uno anclado a un Unico mondémero
marcador. Cada mancha por lo tanto tenia sitios de unién para 108 monémeros marcadores.

FIGURA 3: Un nanoinformador en el que los parches son segmentos de ARN se pueden utilizar con (Figura 3A) y
sin (Figura 3B) registros. Tanto la Figura 3A como la 3B representan un (1) armazén de nanoinformador (linea negra
gruesa) al cual estan anclados (2) 8 segmentos de ARN (lineas grises gruesas 1-8), (3) una secuencia especifica de
la diana (linea discontinua "T") y (4) un oligonucledtido (linea de cuadros "0") que es parcialmente complementario al
armazoén y parcialmente complementario a la secuencia diana especifica. Este oligonucledtido es referido como
oligonucleétido "ligador". En la Figura 3A, solamente un registro, esto es, cada segmento de ARN alterno se marca.
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Las posiciones del segundo registro sirven como "espaciadores", haciendo posible generar un cédigo de
nanoinformador en el que las posiciones consecutivas del cédigo son del mismo "color," o no distinguibles
espectralmente. En la Figura 3B, ambos registros, esto es, segmentos de ARN adyacentes sin espaciadores
intermedios, se marcan, sin que ninguno de los vecinos mas préximos tenga el mismo "color."

FIGURA 4: Es una imagen de un nanoinformador dual hibridado a una molécula diana. Aqui, ambos registros estan
marcados. Los nanoinformadores se marcan con tres colores diferentes, Alexa 488, Cy3 y Alexa 647 (marcados 1, 2
y 3, respectivamente). Los corchetes de la izquierda muestran una sonda del nanoinformador dual y los corchetes de
la derecha muestran la otra sonda del nanoinformador dual. Los colores 1, 2 y 3 fueron adquiridos cada uno en
diferentes canales y el primer y segundo registros, observados como filas de manchas, fueron aumentados en un
grado mediante varios pixeles para poder mostrar cada registro individualmente.

FIGURA 5A-5D: Esta figura ilustra los diversos componentes de los nanoinformadores duales mostrados en la
Figura 4. La Figura 5A ilustra un color (aqui, Alexa 488, representado en la columna de la izquierda en forma de
circulos vacios)), que es distinguible espectralmente de Cy3 (mostrado en la Figura 5B, representado en la columna
de la izquierda como circulos rayados verticalmente) y Alexa 647 (mostrado en la Figura 5C en forma de circulos
rayados diagonalmente). Las imagenes obtenidas de cada uno fueron superpuestas para generar la Figura 5D.

FIGURA 6A-6E: La Figura 6A es una ilustracion esquematica del experimento mostrado en las Figuras 6B y 6C. En
este caso, la estrella representa la biotina que se utilizé para anclar el complejo por un extremo a la superficie antes
del estiramiento. Las Figuras 6B y 6C muestran imagenes de experimentos en los que la sonda fantasma S2-A, el
nanoinformador marcado S2-B y el ADN diana S2 (Figura 6B) o el ARN diana S2 (Figura 6C) fueron hibridados. La
Figura 6E muestra un primer plano de los complejos de nanoinformador de la Figura 6B, conteniendo cada uno una
sonda fantasma S2-A, un nanoinformador marcado S2-B y un ADN diana S2. La Figura 6D muestra una imagen de
un experimento de control negativo, en el que se hibridaron una sonda fantasma S2-A, un nanoinformador marcado
S2-B y ningun ARN diana S2.

FIGURA 7A-G. Las Figuras 7A, 7B, 7C y 7D representan diferentes permutaciones de los parches en un armazoén de
nanoinformador, las Figuras 7E y 7F representan diferentes permutaciones de alas divididas en un armazon de
nanoinformador, opcionalmente hibridado a uno o mas oligonucleétidos, como en la Figura 7G. En la Figura 7A-G, a
hace referencia a una molécula 5' o0 3' 0 a un extremo de una molécula, 8 hace referencia a una mokcula 3' 0 5' o
a un extremo de una molécula correspondientes.

FIGURA 8: La Figura 8 representa un esquema en el que el fago M13 de hebra sencilla se linealiza para su uso
como armazon del nanoinformador. El fago M13 circular se recuece a un exceso de cinco veces de oligonucleétido
de corte BamHI (lineas sombreadas) (1), y el M13 parcialmente de doble hebra resultante se digiere con la
endonucleasa de restriccion BamHI (2), dando como resultado un M13 linealizado en el que el oligonucléotido de
corte BamHI todavia esta anclado (3). Este complejo de M13-oligonucleétido se calienta en presencia de un exceso
de oligonucledtido complementario al oligonucleétido de corte BamH1 (un "anti-oligonucledtido BamHI") (lineas
grises) (4). El oligonucléotido de corte BamHI se recuece al exceso del anti-oligonucleétido BamHI, y la molécula de
M13 se purifica del oligonucleétido, por ejemplo utilizando columnas de exclusiéon por tamafios, para producir el
armazon de M13.

FIGURA 9A-9B: Muestra un nanoinformador marcado con una etiqueta de afinidad en cada extremo, A1y A2. En la
Figura 9, el nanoinformador marcado se inmoviliza poro medio de la unidon de A1 a un compafiero de afinidad
inmovilizado. En ausencia de un compafiero de union por afinidad para A2, el extremo A2 del nanoinformador
permanece en solucion (Figura 9A), pero en presencia de un compafiero de union por afinidad (A2'), el extremo A2
del nanoinformador también es inmovilizado (Figura 9B). Tras la inmovilizacién, el nanoinformador se puede estirar,
o "elongar" como se representa en la Figura 9B, por ejemplo mediante electroestiramiento, para la separacion de las
regiones de anclaje a la marca de una manera que permita la deteccion del cédigo del nanoinformador.

FIGURA 10A-10C: La Figura 10A muestra un nanoinformador marcado que contiene una Unica etiqueta de afinidad,
A1. Se puede anclar otra etiqueta de afinidad, A2, al nanoinformador mediante unién directa del nanoinformador a
una molécula que contiene A2 (p. €j., si el nanoinformador es o comprende un acido nucleico, puede hibridar
directamente con otro acido nucleico al cual estd anclado A2), como se representa en la Figura 10B.
Alternativamente, la segunda etiqueta de afinidad, A2, puede estar anclada al nanoinformador marcado por medio
de una molécula formadora de puente, tal como el acido nucleico formador de puente ("X") representado en la Figura
10C.

FIGURA 11A-11B: Muestra un nanoinformador marcado (basado en un acido nucleico) con una etiqueta de afinidad,
A1, en un extremo. En la Figura 11, el nanoinformador marcado se inmoviliza por medio de la unién de A1 a un
companiero de afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoinformador esta en solucion (Figura 11A), pero puede
ser inmovilizado mediante hibridaciéon a un oligonucleétido complementario que contiene otra etiqueta de afinidad
(A2) utilizada para inmovilizar el nanoinformador (Figura 11B). A1 y A2 pueden ser iguales, por ejemplo biotina, para
la inmovilizaciéon sobre una superficie recubierta con avidina o estreptavidina. Tras la inmovilizacion de A1, el
nanoinformador puede ser estirado, o "elongado" como se representa en la Figura 11, por ejemplo mediante
electroestiramiento, para la separacion de las regiones de anclaje a la marca de una manera que permita la
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deteccién del cédigo del nanoinformador. Opcionalmente, mientras el nanoinformador esta en estado elongado, A2
se introduce y se une al extremo del nanoinformador que es complementario a A2 bajo la superficie.

FIGURA 12A-12B. La Figura 12A proporciona una ilustracién de un nanoinformador que comprende una primera
porcién inmovilizada F1; y la Figura 12B proporciona una ilustracion de un nanoinformador estirado en un campo
eléctrico y que comprende una primera porcion F1 inmovilizada y una segunda porcién F2 inmovilizada, donde F2
esta inmovilizada por medio de un complejo con la molécula F3.

FIGURA 13A-13C. La Figura 13A proporciona una ilustracion de un complejo de tres miembros para la
inmovilizacién de un nanoinformador estirado; la FIG. 13B proporciona una ilustracion de un complejo de dos
miembros para la inmovilizacion de un nanoinformador estirado; y la FIG. 13C proporciona una ilustracion de un
complejo incompleto para la inmovilizacién de un nanoinformador estirado.

FIGURA 14A-14D. La Figura 14A proporciona una ilustracion de un nanoinformador que comprende una primera
porcién inmovilizada F1; la FIG. 14B proporciona una ilustracién de un nanoinformador estirado inmovilizado en la
primera porcion F1 y en una segunda porcidon por medio de complejos con F2; la FIG. 14C proporciona una
ilustracion de un nanoinformador que comprende una primera porcién inmovilizada a una superficie de avidina a
través de biotina: y la FIG. 14D proporciona una ilustracion de un nanoinformador estirado inmovilizado en una
primera porcién y en una segunda porcién por medio de una union selectiva de biotina a una superficie de avidina.

FIGURA 15A-15C. La Figura 15A ilustra la inmovilizacion de un extremo de una molécula de ADN en un dispositivo
microfluidico; la Figura 15B ilustra el estiramiento del ADN en un campo eléctrico; y la Figura 15C ilustra la
inmovilizacién selectiva de un segundo extremo de la molécula de ADN estirada.

FIGURA 16 proporciona una imagen de nanoinformadores estirados inmovilizados selectivamente mediante los
métodos de la presente invencion.

FIGURA 17 representa la relacion entre el nimero de regiones de anclaje a la marca con respecto al umbral de
entrelazamiento calculado para los nanoinformadores para tamafios de la region de anclaje a la marca de 900 pb a
1100 pb.

FIGURA 18 es un grafico de dispersion que muestra los valores de la sefial log2 normalizado y promedio para cada
muestra positiva (n=3) para los 509 genes cuya expresion se midié en un analisis multiplexado de nanoinformadores
como se describe en el Ejemplo 9 (Seccién 14) mas abajo.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente memoria se describen nanoinformadores, y su fabricacion y uso. Un nanoinformador completamente
ensamblado y marcado comprende dos porciones principales, una secuencia especifica de la diana que es capaz de
unirse a una molécula diana, y una region marcada que emite un "codigo" de sefales (el "cédigo del
nanoinformador") asociado con la secuencia especifica de la diana. Después de la unién del nanoinformador a la
molécula diana, el cédigo del nanoinformador identifica la molécula diana a la cual se une el nanoinformador.

Los nanoinformadores son estructuras modulares. Generalmente, un nanoinformador es una entidad molecular que
contiene tres elementos basicos: un armazoén que contiene dos 0 mas regiones de anclaje a la marca, uno o mas
parches anclados al armazon, y una secuencia especifica de la diana, también anclada al armazén. Los elementos
de un nanoinformador se pueden encontrar en una Unica entidad molecular (un "nanoinformador singular"), o dos
entidades moleculares distintas (un nanoinformador "dual"). Cada entidad molecular puede estar compuesta por una
molécula o mas de una molécula anclada a otra mediante métodos covalentes o no covalentes. Generalmente, cada
componente de un nanoinformador dual tiene una secuencia especifica de la diana que se une a un sitio diferente en
la misma molécula diana. Esto permite componentes del nanoinformador mas pequefos con cinéticas de unién del
nanoinformador a la molécula diana mas eficaces y mejores proporciones sefial:ruido resultantes de la mayor
especificidad de union.

Los parches anclados a un armazéon de nanoinformador sirven para anclar los mondémeros marcadores a un
armazon de nanoinformador. Los parches pueden estar marcados directamente, por ejemplo mediante incorporacion
covalente de uno o mas mondémeros marcadores a los parches de acido nucleico. Alternativamente, los parches
pueden estar anclados a las alas, que pueden estar marcadas directamente, por ejemplo mediante la incorporacion
covalente de uno o0 mas monémeros marcadores a un ala de acido nucleico, o indirectamente, por ejemplo mediante
hibridacion de un ala de acido nucleico a un oligonucledtido que esta anclado covalentemente a uno o mas
monoémeros marcadores. Cuando los mondmeros marcadores anclados a una region de anclaje a la marca no se
incorporan directamente al parche o al ala, el parche o el ala sirven como "puente" entre el monémero marcador y la
region de anclaje a la marca, y pueden ser referidos como "molécula formadora de puente”, p. €j., un acido nucleico
formador de puente.

Adicionalmente los nanoinformadores pueden tener etiquetas de afinidad para la purificacién y/o para la
inmovilizacion (por ejemplo a una superficie sélida). Los nanoinformadores, o los complejos de nanoinformador-
molécula diana, son purificados preferiblemente en dos o mas etapas de seleccién por afinidad. Por ejemplo, en un
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nanoinformador dual, una sonda puede comprender una primera etiqueta de afinidad y la otra sonda puede
comprender una segunda (diferente) etiqueta de afinidad. Las sondas se mezclan con moléculas diana, y los
complejos que comprenden las dos sondas del nanoinformador dual se separan de los materiales no unidos (p. €j.,
la diana o las sondas individuales del nanoinformador) mediante purificacién por afinidad frente a una o ambas
etiquetas de afinidad individuales. En la primera etapa, la mezcla se puede unir a un reactivo de afinidad para la
primera etiqueta de afinidad, de manera que solamente se purifican las sondas que comprenden la primera etiqueta
de afinidad y los complejos deseados. Los materiales unidos se liberan del primer reactivo de afinidad y
opcionalmente se unen a un reactivo de afinidad para la segunda etiqueta de afinidad, permitiendo la separacién de
los complejos de las sondas que comprenden la primera etiqueta de afinidad. En este punto solamente se unirian los
complejos completos. Los complejos son liberados finalmente de los reactivos de afinidad para la segunda etiqueta
de afinidad y después preferiblemente se estiran y se forma su imagen. El reactivo de afinidad puede ser cualquier
superficie sélida recubierta con un compafero de unién para la etiqueta de afinidad, tal como una columna, cuenta
(p. €j., cuenta de latex o magnética) o portaobjetos recubierto con el compariero de unién. La inmovilizaciéon y el
estiramiento de los nanoinformadores utilizando reactivos de afinidad se describen con detalle en el documento
US2010-0261026 A1.

Un nanoinformador y un complejo de nanoinformador-diana que tiene o comprende acidos nucleicos puede ser
purificado por afinidad o inmovilizado utilizando un acido nucleico, tal como un oligonucledtido, que es
complementario a al menos parte del nanoinformador o la diana. En una aplicacion especifica en la que la diana
incluye un tramo de poli A o poli dA, el complejo de nanoinformador-diana puede ser purificado o inmovilizado por
medio de un reactivo de afinidad recubierto con un oligonucleétido de poli dT.

La secuencia de sefiales emitidas por los monémeros marcadores asociados con las diferentes regiones de anclaje
a la marca del armazén de un nanoinformador dado permite la Unica identificacion del nanoinformador. Un
nanoinformador que tiene una unica identidad o una firma espectral Unica esta asociado con una secuencia
especifica de la diana que reconoce una molécula diana especifica o una de sus porciones. Cuando un
nanoinformador se expone a una mezcla que contiene la molécula diana en condiciones que permiten la union de la
secuencia o las secuencias especificas de la diana del nanoinformador a la molécula diana, la secuencia o las
secuencias especificas de la diana se unen preferentemente a la molécula diana. La deteccion del cédigo espectral
asociado con el nanoinformador permite la deteccion de la presencia de la molécula diana en la mezcla (analisis
cualitativo). El recuento de los mondmeros marcadores asociados con un cédigo o firma espectral dados permite el
recuento de todas las moléculas de la mezcla asociadas con la secuencia especifica de la diana acoplada al
nanoinformador (andlisis cuantitativo). Los nanoinformadores son de este modo utiles para la diagnosis o la
prognosis de diferentes estados bioldgicos (p. €j., sano vs. enfermo) por medio del analisis cualitativo de marcadores
biolégicos conocidos. Por otra parte, la exquisita sensibilidad de deteccion y cuantificacion de una Unica molécula
proporcionada por los nanoinformadores de la invencion permite la identificacion de nuevos marcadores
diagnésticos y prognosticos, incluyendo aquellos cuyas fluctuaciones entre los diferentes estados bioldgicos son
demasiado ligeras para detectar una correlaciéon con un estado bioldgico concreto utilizando métodos moleculares
tradicionales. La sensibilidad de la deteccion molecular basada en nanoinformadores permite un analisis
farmacocinético detallado de los agentes terapéuticos y diagndsticos en pequefias muestras biolégicas.

Muchos nanoinformadores, referidos como nanoinformadores singulares estdn compuestos por una entidad
molecular, como se representa en la Figura 1D. No obstante, para incrementar la especificidad de un
nanoinformador y/o para mejorar la cinética de su unién a una molécula diana, un nanoinformador preferido es un
nanoinformador compuesto por dos entidades moleculares, que contienen cada una, una secuencia especifica de la
diana diferente que se une a una region diferente de la misma molécula diana. Se representan diversas
realizaciones de nanoinformadores duales en las Figuras 1A-1C. En un nanoinformador dual, al menos una de las
dos entidades moleculares estd marcada. La otra entidad molecular no estd necesariamente marcada. Tales
componentes no marcados de los nanoinformadores duales son referidos en la presente memoria como "sondas
fantasma" (véase la Figura 1C) y a menudo tienen etiquetas de afinidad ancladas, lo que resulta util para inmovilizar
y/o estirar el complejo que contiene el nanoinformador dual y la molécula diana para permitir la visualizacion y/o
formacion de imagenes del complejo.

Debido a sus estructuras modulares, los nanoinformadores se pueden ensamblar y marcar de varias maneras
diferentes. Por ejemplo, un armazén de nanoinformador puede estar anclado a una secuencia especifica de la diana
(por ejemplo mediante hibridacién y, opcionalmente, ligacién), y la estructura que comprende el armazén y la
secuencia especifica de la diana anclada a uno o mas parches y, cuando se desee, alas. Alternativamente, el
armazon del nanoinformador puede anclarse primero a uno o mas parches (y, opcionalmente, alas), y la estructura
de armazoén/parche anclarse después a una secuencia especifica de la diana. De este modo, a menos que se
establezca de otro modo, una discusién o enumeracién de las etapas de ensamblaje del nanoinformador no implica
que se deba seguir una ruta de ensamblaje especifica.

El ensamblaje y uso del nanoinformador se ilustran en la presente memoria en gran parte por medio de la
descripcién de una variedad de nanoinformadores basados en acido nucleicos; sin embargo, un experto en la
técnica reconoceria que los métodos descritos en la presente memoria son aplicables a un nanoinformador basado
en aminoacidos (o basado en acidos nucleicos/aminoacidos hibrido). Las realizaciones ilustrativas de los
nanoinformadores parcialmente y completamente ensamblados se enumeran mas abajo.
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En su aspecto mas simple, un armazoén tiene al menos dos regiones de anclaje a la marca susceptibles de ser
marcadas y resueltas. El armazoén puede ser cualquier entidad molecular que permita la formacion de regiones de
anclaje a la marca sobre el armazén que pueden ser marcadas y resueltas por separado. El nUmero de regiones de
anclaje a la marca que se va a formar sobre un armazén se basa en la longitud y la naturaleza del armazén, de los
métodos de marcaje del nanoinformador, como también del tipo de mondmeros marcadores que emiten la sefial que
se va a anclar a las regiones de anclaje a la marca del armazéon. Un nanoinformador puede tener un armazén que
incluye dos o mas regiones de anclaje a la marca. Las estructuras de armazén adecuadas incluyen armazones
basados en ADN.

Los autores de la presente invencion también describen nanoinformadores marcados en los que una o mas regiones
de anclaje a la marca estan ancladas a los correspondientes monémeros marcadores, emitiendo cada monémero
marcador una sefal. Por ejemplo, se obtiene un nanoinformador marcado de acuerdo con la invencion cuando al
menos dos mondmeros marcadores estan anclados a dos regiones de anclaje a la marca correspondientes del
armazon, de manera que estas regiones de anclaje a la marca marcadas, o "manchas", son distinguibles. Los
mondmeros marcadores que emiten una sefial asociada con diferentes regiones de anclaje a la marca del armazon
pueden emitir sefiales que son espectralmente indistinguibles en las condiciones de deteccion (sefiales "similares"),
o pueden emitir sefiales que son distinguibles espectralmente, al menos en las condiciones de deteccion (p. €j.,
cuando el nanoinformador es inmovilizado, estirado y observado al microscopio).

Los autores de la presente invencion también describen un nanoinformador donde dos o mas mondmeros
marcadores estan anclados a una regién de anclaje a la marca. La sefal emitida por los monémeros marcadores
asociados a dicha region de anclaje a la marca produce una sefial agregada que es detectada. Esta sefial agregada
producida puede estar compuesta por sefiales similares o compuesta por al menos dos sefiales distinguibles
espectralmente.

Adicionalmente, los autores de la presente invencion describen un nanoinformador donde al menos dos mondmeros
marcadores que emiten sefiales similares estan anclados a dos regiones de anclaje a la marca correspondientes del
armazon y dichos dos mondmeros marcadores son espacialmente distinguibles. Los autores de la presente
invencion también describen un nanoinformador donde al menos dos mondmeros marcadores que emiten dos
sefiales distinguibles estan anclados a dos regiones de anclaje a la marca contiguas, por ejemplo dos regiones de
anclaje a la marca adyacentes, por medio de las cuales dichos al menos dos mondmeros marcadores son
distinguibles espectralmente.

Los autores de la presente invencién describen un nanoinformador donde dos manchas que emiten sefales
similares estan separadas por una region espaciadora, por medio de la cual la interposicién de la regién espaciadora
permite la resolucion o una mejor resolucién de dichas sefales similares emitidas por los monémeros marcadores
anclados a dichas dos manchas. Opcionalmente, las regiones espaciadoras tienen una longitud determinada por la
resolucion de un aparato empleado en la deteccién del nanoinformador.

Asimismo se describe en la presente memoria un nanoinformador con una o mas "manchas dobles". Cada mancha
doble contiene dos o mas (p. €j., tres, cuatro o cinco) manchas adyacentes que emiten sefiales similares sin estar
separadas por una regién espaciadora. Las manchas dobles pueden ser identificadas por sus tamafrios.

Un mondmero marcador que emite una sefial se puede anclar covalentemente o no covalentemente (p. ej., por
medio de hibridacion) a un parche que esta anclado a la regién de anclaje a la marca. Los monémeros marcadores
también pueden ser anclados covalentemente o no covalentemente (p. ej., por medio de hibridacion) a un ala
anclada a un parche que a su vez esta anclado al armazoén. El ala puede estar formada por una molécula o por dos
0 mas moléculas ("partes del ala") que forman un ala dividida.

Los autores de la presente invencion también describen un nanoinformador asociado con un coédigo espectral
determinado por la secuencia de sefales emitida por los monémeros marcadores anclados (p. €j., indirectamente a
través de un parche) a regiones de anclaje a la marca sobre el armazoén del nanoinformador, por medio de las cuales
la deteccion del codigo espectral permite la identificacion del nanoinformador.

Adicionalmente, los autores de la presente invencién describen un nuevo nanoinformador que comprende una
etiqueta de afinidad anclada al armazon del nanoinformador, de manera que el anclaje de la etiqueta de afinidad a
un soporte permite el estiramiento del armazoén y la resolucién de las sefales emitidas por los mondmeros
marcadores correspondientes a diferentes regiones de anclaje a la marca sobre el armazon. El estiramiento del
nanoinformador puede implicar cualquier método de estiramiento conocido en la técnica incluyendo pero no limitado
a, métodos que implican métodos fisicos, hidrodinamicos o eléctricos.

Los autores de la presente invencidon describen adicionalmente un nuevo nanoinformador que comprende alas
ancladas a las regiones de anclaje a la marca del armazén, donde un ala anclada a una region de anclaje a la marca
del armazén ancla el correspondiente monémero marcador a dicha regién de anclaje a la marca, anclando
indirectamente de ese modo los mondmeros marcadores a las correspondientes regiones de anclaje a la marca
sobre dicho armazon. Opcionalmente, cada monémero marcador comprende una porcion emisora de sefal y una
porcion de oligonucleétido de secuencia predeterminada, y las alas comprenden repeticiones de una secuencia del
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ala complementaria a la porcién de oligonucleétido de una marca correspondiente, por medio de lo cual uno o mas
monoémeros marcadores se anclan a una region de anclaje a la marca correspondiente por medio de hibridacion de
dichas porciones de oligonucleétido de dichos mondmeros marcadores a dichas repeticiones de dicha secuencia del
ala produciendo de ese modo un nanoinformador marcado.

Un nanoinformador puede incluir adicionalmente una secuencia especifica de la diana acoplada al armazén. La
secuencia especifica de la diana se selecciona para permitir que el nanoinformador reconozca, se una o se ancle a
una molécula diana. Los nanoinformadores descritos en la presente memoria son adecuados para la identificacion
de moléculas diana de todos los tipos. Por ejemplo, se pueden acoplar secuencias especificas de la diana
apropiadas al armazoén del nanoinformador para permitir la deteccion de una molécula diana. Preferiblemente la
molécula diana es ADN (incluyendo ADNc), ARN (incluyendo ARNm y ARNCc), un péptido, un polipéptido, o una
proteina.

Una realizacion de la invencion proporciona un aumento de la flexibilidad en la deteccién de la molécula diana con
mondémeros marcadores. En esta realizacién, un nanoinformador dual (o par de sondas) que comprende dos
entidades moleculares diferentes, cada una con una region especifica de la diana separada, al menos una de las
cuales esta marcada, se une a la misma molécula diana. De este modo, las secuencias especificas de la diana de
los dos componentes del nanoinformador dual se unen a diferentes porciones de una molécula diana seleccionada,
por medio de lo cual la deteccién del cédigo espectral asociado con el nanoinformador dual proporciona la deteccion
de la molécula diana seleccionada en una muestra biomolecular puesta en contacto con dicho nanoinformador dual.

La invencién también proporciona un método de deteccion de la presencia de una molécula diana especifica en una
muestra biomolecular que comprende: (i) poner en contacto dicha muestra con un nanoinformador dual (o par de
sondas) de acuerdo con la invencién en condiciones que permiten la unién de las secuencias especificas de la diana
del nanoinformador dual a la molécula diana vy (ii) detectar el codigo que identifica la molécula diana. Dependiendo
de la arquitectura del nanoinformador, el nanoinformador dual puede ser marcado antes o después de la unién a la
molécula diana.

En ciertas realizaciones, los métodos de deteccidn se llevan a cabo en analisis multiplex, por medio de los cuales se
detectan una pluralidad moléculas diana en el mismo analisis (una Unica mezcla de reaccién). En una realizacion
preferida, el analisis es un analisis de hibridacion en el que una pluralidad de moléculas diana se detectan
simultaneamente. En ciertas realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectadas en el mismo analisis es de al
menos 5 moléculas diana diferentes, al menos 10 moléculas diana diferentes, al menos 20 moléculas diana
diferentes, al menos 50 moléculas diana diferentes, al menos 75 moléculas diana diferentes, al menos 100
moléculas diana diferentes, al menos 200 moléculas diana diferentes, al menos 500 moléculas diana diferentes, o al
menos 750 moléculas diana diferentes, o al menos 1000 moléculas diana diferentes. En otras realizaciones, la
pluralidad de moléculas diana detectadas en el mismo analisis es de hasta 50 moléculas diana diferentes, hasta 100
moléculas diana diferentes, hasta 150 moléculas diana diferentes, hasta 200 moléculas diana diferentes, hasta 300
moléculas diana diferentes, hasta 500 moléculas diana diferentes, hasta 750 moléculas diana diferentes, hasta 1000
moléculas diana diferentes, hasta 2000 moléculas diana diferentes, o hasta 5000 moléculas diana diferentes. En
otras realizaciones mas, la pluralidad de moléculas diana detectadas esta en cualquier intervalo entre los anteriores
numeros de moléculas diana diferentes, tales como, pero no limitados a, de 20 a 50 moléculas diana diferentes, de
50 a 200 moléculas diana diferentes, de 100 a 1000 moléculas diana diferentes, de 500 a 5000 moléculas diana
diferentes, etcétera.

En ciertas realizaciones, la invencion esta dirigida a la deteccion de diferentes formas de empalme del mismo ARN.
Las diferentes formas de empalme se pueden detectar utilizando una pluralidad de sondas nanoinformadoras, cada
una con una secuencia especifica de la diana diferente complementaria a un exén diferente del mismo gen.

La estabilidad estructural de un nanoinformador se puede incrementar por medio de la ligaciéon de parches vy,
opcionalmente, la ligacién de alas divididas y/o los oligonucleétidos marcados hibridados a las alas divididas.

Ademas de las capacidades analiticas cualitativas proporcionadas por los nanoinformadores de la invencion y de las
técnicas analiticas basadas en ellos, los nanoinformadores de la invencién son adecuados Unicamente para llevar a
cabo analisis cuantitativos. Al proporcionar una unién uno a uno entre los nanoinformadores (ya sean
nanoinformadores singulares o duales) de la invencién y sus moléculas diana en una muestra biomolecular, todas o
una porcion representativa de las moléculas diana presentes en la muestra pueden ser identificadas y sometidas a
recuento. Este recuento individual de las diversas especies moleculares proporciona un método exacto y directo
para determinar la concentracion absoluta o relativa de la molécula diana en la muestra biomolecular. Por otra parte,
la capacidad para dirigirse a cada molécula de la mezcla individualmente potencia los beneficios de la
miniaturizacién incluyendo una elevada sensibilidad, requerimientos de cantidades minimas de muestra, elevadas
velocidades de reaccion que son permitidas por la cinética en fase de disolucién en un pequefio volumen, y por
ultimo costes de reactivos muy bajos.

Como se apreciara a partir de la descripcion y de los ejemplos proporcionados mas abajo, la presente invencion
proporciona numerosas ventajas. Por ejemplo, la modularidad del complejo al formar los nanoinformadores de
acuerdo con la invencién permite la creacidn sistematica de genotecas de nanoinformadores Unicos que tienen un
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grado de diversidad muy elevado (p. ej., millones de nanoinformadores reconocibles de manera individualizada).
Esta modularidad permite flexibilidad en la adaptacién segun los requisitos del cliente de las poblaciones de
nanoinformadores a las aplicaciones especificas que a su vez proporcionan eficacias de fabricacion significativas.
Otra ventaja que se apreciara a través de la siguiente descripcion proviene de la flexibilidad en el ensamblaje de los
nanoinformadores de la invencion. Esto es, debido a su estructura modular, los nanoinformadores de la invencion
se pueden ensamblar antes el envio a un punto de utilizacién o ensamblarse en el punto de utilizacion.

5.1 NOMENCLATURA DE NANOINFORMADORES

NANOINFORMADOR: EIl término "nanoinformador" hace referencia a una entidad molecular que tiene (i) una
molécula ("armazén") que contiene al menos dos regiones de anclaje a la marca; (ii) al menos un parche anclado a
al menos una regidn de anclaje a la marca; y (iii) una secuencia especifica de la diana. Como se describe con detalle
mas abajo, los nanoinformadores pueden ser nanoinformadores singulares (estando todos los componentes en una
Unica entidad molecular) o nanoinformadores duales (estando todos los componentes en dos entidades moleculares
separadas). Los nanoinformadores son preferiblemente sintéticos, esto es, moléculas de origen no natural, por
ejemplo son moléculas quiméricas elaboradas uniendo dos o mas secuencias artificiales y/o de origen natural que
existen normalmente en mas de una molécula (p. ej., plasmido, cromosoma, genoma viral, proteina, etc.).

NANOINFORMADOR MARCADO: Un nanoinformador marcado es un nanoinformador en el que al menos un parche
del nanoinformador esta anclado a uno o mas mondémeros marcadores que generan una sefial que forma al menos
parte del codigo del nanoinformador.

UNIDAD DE MARCAJE: El término "unidad de marcaje" hace referencia a las porciones no especificas de la diana
de un nanoinformador marcado.

SONDA: Esto hace referencia a una molécula que tiene una secuencia especifica de la diana. En el contexto de un
nanoinformador singular, el término "sonda" hace referencia al propio nanoinformador; en el contexto de un
nanoinformador dual, el término "sonda" hace referencia a uno o ambos de los dos componentes del
nanoinformador.

PAR DE SONDAS: Esto hace referencia a un nanoinformador dual.

PARCHE: El término "parche" hace referencia a una entidad molecular anclada a la regiéon de anclaje a la marca del
armazon del nanoinformador, generalmente con el proposito de marcar el nanoinformador. El parche puede tener
uno o mas monoémeros marcadores anclados o bien directamente (covalentemente o no covalentemente) o bien
indirectamente a él, ya sea antes o después de su anclaje al armazon.

ALA: El término "ala" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a una entidad molecular anclada a un
parche o par de parches anclados a una region de anclaje a la marca. El ala es una o mas moléculas que contienen
mondmeros marcadores 0 capaces de unirse a una o mas moléculas que contienen monémeros marcadores. Al
proporcionar el marcaje indirecto de las regiones, las alas proporcionan mas flexibilidad en el control del nimero de
monodmeros que emiten sefales asociados con una region asi como la naturaleza de esos monémeros. Las alas
pueden estar formadas por una Unica pieza molecular o por varias piezas moleculares (p. ej., dos piezas) formando
un "ala dividida" (véase, p. €j., la Figura 7)

SECUENCIA ESPECIFICA DE LA DIANA: El término "secuencia especifica de la diana" hace referencia a una
entidad molecular que es capaz de unirse a una molécula diana. En el contexto de un nanoinformador, la secuencia
especifica de la diana esta anclada al armazoén del nanoinformador. La molécula diana es preferiblemente (pero no
necesariamente) una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural o el complemento de
dicho ADNc.

SONDA FANTASMA: Una molécula que comprende una secuencia especifica de la diana, pero que no esta
marcada con un monémero marcador que emite una sefial que contribuye al cédigo del nanoinformador.

SONDA INFORMADORA: Una molécula que comprende una secuencia especifica de la diana que estd marcada
con al menos un mondémero marcador que emite una sefial que contribuye al cédigo del nanoinformador. Un
nanoinformador singular es una sonda informadora, ya que es un componente marcado de un nanoinformador dual.

GANCHO F Y GANCHO G: En el contexto de un nanoinformador dual, los ganchos F y G son cada uno una etiqueta
de afinidad que es capaz de ser unida selectivamente a una de las sondas. En realizaciones preferidas, el gancho F
y el gancho G son oligonucledtidos biotinilados que son hibridables a las respectivas secuencias complementarias
presentes en (p. €j., por medio de ligacién) o ancladas a (p. gj., por medio de hibridacién) a las respectivas sondas
del nanoinformador en un nanoinformador dual. De este modo, los ganchos F y los ganchos G se pueden utilizar
para la purificacion, inmovilizacién y estiramiento del nanoinformador. Generalmente, cuando un nanoinformador
dual contiene una sonda informadora y una sonda fantasma, el gancho G se ancla a la sonda informadora y el
gancho F se ancla a la sonda fantasma. Los ganchos F y los ganchos G se pueden biotinilar terminalmente o
internamente. También se pueden modificar con amina para permitir el anclaje a un sustrato solido para su
purificacién por afinidad.
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ETIQUETA F Y ETIQUETA G: Secuencias repetidas en tandem de alrededor de 10 a alrededor de 25 nucleétidos
que son complementarias al gancho F y al gancho G, respectivamente. Las etiquetas G y las etiquetas F estan
ancladas a las sondas del nanoinformador. Generalmente, una etiqueta F esta presente en o anclada a una sonda
fantasma por medio de una secuencia ligadora y una etiqueta G esta presente en o anclada al armazén de la sonda
informadora por medio de una secuencia ligadora.

MANCHA: Una mancha, en el contexto de la deteccidon por nanoinformadores, es la sefial del producto agregado
detectada a partir de los mondmeros marcadores anclados a un sitio de anclaje a la marca individual en un
nanoinformador, y que, dependiendo del tamafio de la region de anclaje a la marca y de la naturaleza (p. ej., longitud
de onda de emisién primaria) del monémero marcador, puede aparecer como una Unica fuente puntual de luz
cuando se visualiza al microscopio. Las manchas de un nanoinformador pueden ser solapantes o no solapantes. El
cédigo del nanoinformador que identifica esa molécula diana puede comprender cualquier permutacion de la longitud
de la mancha, su posicién relativa con respecto a otras manchas, y/o la naturaleza (p. €j., longitudes de onda de
emisién primarias) de su sefial. Generalmente, para cada sonda o par de sondas de la invencién, las regiones de
anclaje a la marca adyacentes son no solapantes, y/o las manchas de las regiones de anclaje a la marca adyacentes
son distinguibles espacialmente y/o espectralmente, al menos en las condiciones de deteccion (p. ej., cuando el
nanoinformador es inmovilizado, estirado y observado al microscopio, como se describe en la presente memoria).

Ocasionalmente, se hace referencia a un "tamafio" de la mancha como un cierto nimero de bases o nucleétidos.
Como comprenderia facilmente un experto en la técnica, esto hace referencia al numero de bases o nucledtidos de
la correspondiente region de anclaje a la marca.

CODIGO DEL NANOINFORMADOR: El orden y la naturaleza (p. ej., longitudes de onda de emisién primarias,
opcionalmente también longitud) de las manchas de un nanoinformador sirven como un cédigo del nanoinformador
que identifica la molécula diana capaz de ser unida por el nanoinformador a través de las secuencias especificas de
la diana del nanoinformador. Cuando el nanoinformador esta unido a una molécula diana, el codigo del
nanoinformador también identifica la molécula diana. Opcionalmente, la longitud de una mancha puede ser un
componente del codigo del nanoinformador.

MANCHA OSCURA: El término "mancha oscura" hace referencia a una carencia de sefial, o "mancha", de un sitio
de anclaje a la marca sobre un nanoinformador. Las manchas oscuras se pueden incorporar al codigo del
nanoinformador para afiadir mas permutaciones codificantes y generar mayor diversidad de nanoinformadores en
una poblacién de nanoinformadores.

REGISTRO: El término "registro” hace referencia a un conjunto de regiones de anclaje a la marca alternantes.
5.2 EL ARMAZON DEL NANOINFORMADOR

El armazén del nanoinformador puede ser cualquier entidad molecular, mas preferiblemente una molécula de acido
nucleico, que contiene regiones de anclaje a la marca a las cuales se pueden anclar directamente o indirectamente
monomeros marcadores. En una realizacion, el armazon del nanoinformador es un armazén de proteina; en una
realizacion preferida, el armazoén del nanoinformador es un armazoén de acido nucleico en el que las regiones de
anclaje a la marca son regiones de hebra sencilla a las cuales se pueden anclar mediante hibridacién otros acidos
nucleicos, tales como parches de oligonucleétidos, parches de ARN, o parches de ADN. En realizaciones
especificas, el armazoén del nanoinformador es una molécula de acido nucleico.

No existen limitaciones concretas sobre los tipos de armazones que son adecuados para formar los
nanoinformadores. Un armazén puede tener esencialmente cualquier estructura incluyendo, por ejemplo, un
armazén lineal de hebra sencilla, un armazon lineal de doble hebra, un armazon circular de hebra sencilla o un
armazén circular de doble hebra. Los ejemplos de las estructuras de armazon incluyen, por ejemplo, un armazon
formado por una entidad molecular tal como polipéptidos, acidos nucleicos o carbohidratos. Un armazén también
puede incluir una combinacion de estructuras, por ejemplo, un armazoén puede estar formado por uno o mas tramos
de polipéptidos acoplados a uno o mas tramos de carbohidratos.

Las entidades moleculares adecuadas para los armazones de acuerdo con la invencion incluyen estructuras
poliméricas concretamente estructuras poliméricas basadas en acidos nucleicos tales como ADN. Las estructuras
basadas en ADN ofrecen numerosas ventajas en el contexto de la presente invencion debido al menos en parte al
vasto universo de técnicas y metodologias existentes que permiten la manipulaciéon de los constructos de ADN.

Como se ha indicado mas arriba, el armazon puede ser de hebra sencilla o de doble hebra. El armazén de doble
hebra puede ser cualquier ADN de doble hebra convencional o una doble hebra que esté compuesta de un tramo de
hebra sencilla lineal de acido nucleico con unidades de parche o parches planos anclados.

Un armazén puede tener 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21-100 regiones de anclaje
ala marca o mas.

Las regiones de anclaje a la marca de un armazén de nanoinformador variaran de tamafio dependiendo del método
de marcaje. En varias realizaciones, una regiéon de anclaje a la marca puede tener cualquier longitud entre 10 nm y
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10.000 nm, pero tiene mas preferiblemente de 50 nm a 5.000 nm, y mas preferiblemente de 100 nm a 1.000 nm. En
varias realizaciones, la region de anclaje a la marca es de alrededor de 100 nm a alrededor de 500 nm, de alrededor
de 150 nm a alrededor de 450 nm, de alrededor de 200 nm a alrededor de 400 nm, o de 250 a alrededor de 350 nm.
En una realizacion preferida, la region de anclaje a la marca corresponde intimamente al tamafio de una mancha de
difraccién limitada, esto es, la mancha mas pequefia que se puede detectar con la éptica convencional, que es de
alrededor de 300 nm.

Cuando el armazén es un acido nucleico, 1 nm corresponde a aproximadamente 3 nucleétidos; de este modo, una
region de anclaje a la marca de aproximadamente 300 nm corresponde a aproximadamente 900 bases. En otras
realizaciones preferidas, la region de anclaje a la marca es de alrededor de 300 nucleétidos a alrededor de 1,5 kb,
de alrededor de 450 nucleétidos a alrededor de 1,35 kb, de alrededor de 0,6 kb a alrededor de 1,2 kb, o de 0,75 kb a
alrededor de 1,05 kb.

Un ejempilo ilustrativo de una entidad molecular para un armazén de nanoinformador de acuerdo con la invencién es
el ADN de M13, que es de hebra sencilla. En una realizacién, el armazén del nanoinformador es un ADN circular al
menos parcialmente de hebra sencilla, tal como M13 circular. En una realizacién mas preferida, el armazoén del
nanoinformador es ADN lineal al menos parcialmente de hebra sencilla, tal como M13 lineal. En una realizacion
especifica, el ADN de hebra sencilla de M13 obtenido realizando un corte en el sitio BamHI del ADN de M13 circular.
Se debe observar que en el contexto de la presente invencion, el ADN lineal proporciona ventajas adicionales en
comparacion con el ADN circular. Una ventaja de utilizar ADN lineal en la formacién de un armazén de acuerdo con
la invencion hace referencia a la tension torsional significativamente reducida asociada al ADN lineal. La tension
torsional afiadida asociada al ADN circular puede interferir en la integridad estructural del armazon tras la adicion al
armazon de otros componentes del nanoinformador, tales como unidades de parche. Una tensioén torsional severa
puede conducir a la rotura de la estructura del armazon.

Se debe observar no obstante que los nanoinformadores en los que solo unos pocos sitios de anclaje a la marca
estan marcados, puede ser adecuado ADN circular.

5.2.1 ARMAZON DE NANOINFORMADOR SINTETICO NOVEDOSO
SECUENCIAS

La presente invencién emplea armazones de nanoinformadores que son moléculas de acido nucleico artificiales
(ADN5 ARN, o hibridos de ADN/ARN) disefiadas para que tengan caracteristicas que optimicen el marcaje y la
deteccién del nanoinformador. En estos aspectos de la invenciéon, un armazén de nanoinformador es un acido
nucleico artificial que comprende una o mas secuencias sintéticas de 50 a 50.000 bases de longitud. Por
consiguiente, el armazén del nanoinformador, que es preferiblemente un ADN, se disefa para que tenga una o mas
Regiones, utiles como regiones de anclaje a la marca, que comprende un patrén regular de una base concreta (la
"base repetida regularmente"). En tales regiones, la base repetida regularmente aparece con una periodicidad de
cada n residuos, donde n es cualquier niumero, y preferiblemente de 4 a 25.

Preferiblemente, no mas del 25% de las bases repetidas regularmente en una Region aparece en un intervalo
distinto de dichos intervalos regulares. Por ejemplo, si en una Regiéon de 100 nucleédtidos existen 12 bases de
timidina, y la timidina es la base repetida regularmente, en este aspecto de la invencién no mas del 25% de estas,
esto es, 3 bases de timidina, aparecen fuera del patrén regular de timidinas. En realizaciones especificas, no mas de
20%, no mas de 15%, no mas de 10%, no mas de 9%, no mas de 8%, no mas de 7%, no mas de 6%, no mas de
5%, no mas de 4%, no mas de 3%, no mas de 2% o no mas de 1% de dichas bases aparecen en otros intervalos
distintos de dichos intervalos regulares en dicha region.

La base repetida regularmente en las Regiones de un armazén de nanoinformador, o su base repetida regularmente
complementaria en un parche recocido (0 segmento) se puede utilizar para anclar los monémeros marcadores,
preferiblemente monémeros marcadores emisores de luz, al nanoinformador en un patrén espaciado uniformemente,
regular para una mejor distribucién de la sefial del nanoinformador. Preferiblemente, cuando una Regién esta
marcada, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% o al menos
98% de apariciones de la base repetida regularmente estan ancladas a al menos un monémero marcador emisor de
luz, ya sea mediante un anclaje covalente de un monémero marcador a una base, o mediante hibridacion a un &acido
nucleico en el que los complementos de la base repetida regularmente estan marcadas asi.

Este porcentaje de apariciones se puede medir mediante cualquier método conocido en la técnica. En un método, la
cantidad de acido nucleico producido en una reaccion de marcaje se purifica (por ejemplo, se puede purificar ARN
utilizando un kit Qiagen RNeasy) y se somete a espectrofotometria UV. La absorbancia ("A") a las longitudes de
onda apropiadas se mide para cada uno del acido nucleico (260 nm) y el monémero marcador cuya aparicion se va
a medir (p. €j., 495 nm para Alexa Fluor 488; 590 nm para Alexa Fluor 594; 650 para Alexa Fluor 647; y 550 nm para
Cy3). La absorbancia del acido nucleico se corrige ajustando el valor de la absorbancia a 260 nm ("A260") para
eliminar la contribucion del "ruido" del monémero marcador restando la absorbancia en la longitud de onda pico para
el mondémero marcador (A uw) menos el factor de correccion para ese mondémero marcador. Cuando el acido nucleico
es ARN, el numero de monémeros marcadores por mil nucleétidos se calcula de acuerdo con la formula:
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num. de monémeros marcadores A260 9010

= X x 1000

1000 nucledtidos ALm CEwm

donde CEwm es el coeficiente de extincion para el monémero marcador. A partir de esta férmula, se puede calcular el
porcentaje de apariciones de la bases repetidas regularmente que estan ancladas al monémero marcador emisor de
luz.

Generalmente, la base repetida regularmente preferida en una regién de anclaje a la marca es la timidina, de
manera que la region puede ser marcada por hibridaciéon a uno o mas parches complementarios (p. ej., segmentos
de ARN) en los que la base repetida regularmente es la uridina. Esto permite el uso de UTP modificados con
aminoalilo, que son facilmente asequibles comercialmente, como sitios de anclaje al monémero marcador, en una
secuencia por lo demas al azar. Preferiblemente, ademas de la periodicidad regular de las Regiones, las regiones (y
el acido nucleico que las comprende) contienen una estructura secundaria minima. El contenido de GC global se
mantiene preferiblemente proximo a 50%, y es preferiblemente constante a lo largo de tramos relativamente cortos
para hacer similares las Tm locales.

Los acidos nucleicos artificiales de la invencion, o al menos las Regiones de estos, preferiblemente no tienen
repeticiones directas o invertidas que sean mayores de 12 bases de longitud. En otras realizaciones, los acidos
nucleicos artificiales y/o las Regiones no tienen repeticiones directas o invertidas que sean mayores de alrededor de
11, alrededor de 10 o alrededor de 9 bases de longitud.

En una Regioén ilustrativa en la que el nucledtido repetido regularmente es una timidina y el contenido de GC es
aproximadamente 50%, las adeninas en exceso compensarian la pérdida de abundancia de T. Para generar la
secuencia seleccionada, se crean secuencias al azar con patrones fijos de T que oscilan de cada 42 base a cada 25?2
base y se escrutan para minimizar la presencia de repeticiones invertidas y directas.

Las secuencias también se escrutan preferiblemente para evitar los sitios de reconocimiento para las enzimas de
restriccion que cortan seis bases comunes. Las secuencias seleccionadas se someten adicionalmente a analisis de
la estructura secundaria pronosticada, y aquellas con la minima estructura secundaria se seleccionan para una
evaluacioén adicional. Se puede utilizar cualquier soporte légico conocido en la técnica para pronosticar la estructura
secundaria, tal como el soporte légico MFOLD (Zuker, 2003, Nucleic Acids Res. 31 (13):3406-15; Mathews et al.,
1999, J. Mol. Biol. 288:911-940).

Una secuencia apropiada se divide en regiones de anclaje a la marca que oscilan de 50 bases a 2 kilobases de
longitud (podria ser mas larga). Cada region de anclaje a la marca es una secuencia Unica, pero contiene un numero
constante y un espaciamiento de las T con respecto a las otras regiones de anclaje a la marca en una secuencia
informadora dada. Estas regiones de anclaje a la marca se pueden intercalar con otras regiones cuya secuencia no
importa. Las regiones de anclaje a la marca sintéticas de un armazén del nanoinformador pueden tener diferentes
longitudes y/o tener diferentes bases repetidas regularmente. Se puede afadir una secuencia de inicio optimizada
para la transcripcion por la ARN polimerasa de T7, T3, o SP6 (comenzando en la posicién +1 del transcrito) al
extremo 5' de cada region de anclaje a la marca. Opcionalmente se afiaden sitios de restriccion en los limites de
cada region de anclaje a la marca para permitir una adicién o delecion especifica de regiones de anclaje a la marca
individuales a la secuencia utilizando técnicas de clonacién convencionales. El numero de regiones de anclaje a la
marca sintéticas de un nanoinformador oscila preferiblemente de 1 a 50. En otras realizaciones mas, el nimero de
regiones de anclaje a la marca sintéticas en un nanoinformador oscila de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 regiones de
anclaje a la marca sintéticas a 15, 20, 30, 40, o 50 regiones de anclaje a la marca sintéticas, o cualquier intervalo
intermedio.

Un ejemplo de dicha region de anclaje a la marca sintética novedosa se proporciona mas abajo. En esta secuencia,
mostrada de 5' a 3, las T estan remplazadas cada 82 posicién y la region esta limitada por un sitio de restriccion Sac
I 5" y un sitio de restriccion Kpn | 3'. Se incluye un sitio de inicio del transcrito optimizado para la polimerasa de T7
(GGGAGA) en el extremo 5' de la region, aguas abajo del sitio de restriccion 5'. EI complemento de esta secuencia,
cuando se genera en forma de una hebra sencilla forma el armazén para la molécula de ARN transcrita a partir de
esta regién de anclaje a la marca.
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GAGCTCGGGAGATGGCGAGCTGCGAAGCATCAGAAAGTAGCGAACGATGACAAAAT
AGGGCCATAGAAGCATGAAGAACTGAACGCATGACACAATAGCAAGCTACGCC

AAGAGTCAAACAATAGACGAATGACGCGGTAAAACCATCCAGAAGTAAACGGG
TACAAACATACAGAGATAGCCACCTGGACCAATAGGCACGTACAAACGTACAA
GCCTGGCGCGATGAGGCAATCCACACGTGCAGAGUTGGAACAATCGGAAAGATG
CAAGAATAAACCGATACCGGGATCGAGGGCTCAGCGAATAAAGCAGTCAACAA
CTGGAAAGATCCACACATACCGCCOTAACCGAGTCCAAACATACAGACCTGCA
AGACTCGCGACATGGGACGGTAAAACCATCCGACCGTAAACCGGTAACCAGGT
AGCCGGGTAAAAACATAGCAGGOTGGAGACCTCAGAACGTAAAGACGTCCAAG
GGTCGCCGCATAGCGAACTACGCGCATCGCCCAATGGGCCAATCAACAGATAA
ACGAGTAGAAAAGTCAGAAAATAAGAAACTAACGAAATACGAGGGTCCAAGG
ATGCAAGACTGAGGCCCTAAGGAGATAAGGAAATAGGCCGATGCAGACCTGAA
ACGATGCACCGATCCGACGGTAAAAGACTAGACACGTAGCCGGATCAGGGCCT
GGGAGGCTGGAACCOTGAGCACATAGCAAAGTCGCAGCGTCGGCAGATGCGCC
GGTAAAAAAGTAGAGGCATOACCGCATGGGCAAATAGCGACGTACAGCAGTGA
AGCACTAAAAGCATCCAAGGCTAGGAGACTAGGCGCCTCGACGGGTAGGTACC

Los acidos nucleicos sintéticos empleados en la presente invencion se pueden sintetizar quimicamente utilizando
nucledtidos de origen natural o nucledtidos diferentemente modificados disefiados para incrementar la estabilidad
biolégica de las moléculas o para incrementar la estabilidad fisica del duplex formado entre la regién de anclaje a la
marca y los parches o segmentos recocidos, p. ej., se pueden utilizar derivados fosforotioato y nucledtidos
sustituidos con acridina. Los ejemplos de los nucleétidos modificados que se pueden utilizar para generar el acido
nucleico sintético incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-iodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-
acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo,
dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina,
2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico de acido uracil-5-oxiacético,
acido uracil-5-oxiacetico (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w, y 2,6-
diaminopurina.

Alternativamente, el acido nucleico sintético puede ser producido biolégicamente utilizando un vector en el que se ha
subclonado un 4cido nucleico.

En diversas realizaciones, las moléculas de acido nucleico sintético que se pueden emplear en la invencion pueden
ser modificadas en el radical de la base, el radical del aztcar o la cadena principal de fosfato para mejorar, p. €j., la
estabilidad, hibridacién, o solubilidad de la molécula. Por ejemplo, la cadena principal de desoxirribosa fosfato de los
acidos nucleicos se puede modificar para generar acidos péptidonucleicos (véase Hyrup et al., 1996, Bioorganic and
Medicinal Chemistry 4(1):5-23). Segun se utiliza en la presente memoria, los términos "acidos peptidonucleicos" o
"PNA" hace referencia a un mimético de acido nucleico, p. €j., un mimético de ADN, en el que la cadena principal de
desoxirribosa fosfato es remplazada por una cadena principal de pseudopéptido y solamente se conservan las
cuatro nucleobases naturales. Se ha demostrado que la cadena principal neutra de los PNA permite la hibridacion
especifica al ADN y ARN en condiciones de baja fuerza iénica. La sintesis de oligdmeros de PNA se puede realizar
utilizando protocolos de sintesis peptidica en fase soélida convencionales como describen Hyrup et al., 1996, en
Bioorganic and Medicinal Chemistry 4(1): 5-23; Perry-O'Keefe et al, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14670-
675.

En una realizacion ilustrativa, se puede construir la secuencia sintética novedosa seleccionada sintéticamente en
forma de un ADN de doble hebra por medio de una compafiia de sintesis de genes comercial y se puede clonar de
una manera orientada en el interior de un "fagémido", un vector plasmidico que contiene una region intergénica (1G)
de un fago M13 o f1 que contiene las secuencias que actlan en cis necesarias para la replicacion del ADN vy la
encapsidacion del fago, tal como pUC119. La orientacion apropiada del inserto clonado con respecto al origen de
replicacion del fago permite la generacion de un armazoén de ADN de hebra sencilla que es el complemento inverso
de las moléculas de ARN generadas mediante la transcripcion in vitro para cada regién de anclaje a la marca.
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Con el fin de generar el armazon de ADN de hebra sencilla del informador novedoso, el fagémido se transforma en
una cepa de E. coli que contiene un episoma F'. La posterior infeccion de la bacteria transformada con un fago
coadyuvante tal como el mutante KO7 de M13 da como resultado la secrecién del fagémido que porta la secuencia
informadora novedosa en forma de un fago empaquetado de hebra sencilla a partir del cual se prepara el ADN de
hebra sencilla circular utilizando un protocolo normalizado. Este ADN se linealiza y la porcién del vector se separa
por corte recociendo oligonucleétidos complementarios cortos a cualquier extremo de la secuencia informadora
novedosa para generar sitios de restriccion de doble hebra, seguido de tratamiento con las enzimas de restriccion
apropiadas.

Para elaborar moléculas de ARN (parches o "segmentos") para cada region de anclaje a la marca, se disefian
cebadores para la reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR") para generar un molde de doble hebra que
comienza con el promotor de la ARN polimerasa (T7, T3, o SP6) directamente aguas arriba (5') del sitio de inicio de
la transcripcion y terminando después del sitio para la enzima de restriccion 3'. Utilizando este molde, se realiza la
transcripcion in vitro de las moléculas de ARN en presencia de una base repetida regularmente modificada con
aminoalilo en el ARN (p. ej.,, UTP ) y otras bases no modificadas (p. ej., ATP, CTP y GTP). Esto conduce a un ARN
producto en el que cada base repetida regularmente (p. /., U) es modificada para permitir el acoplamiento covalente
de un mondémero marcador en esa posicion de la molécula de ARN.

El acoplamiento de los mondmeros marcadores emisores de luz a las moléculas de ARN vy el recocido de las
moléculas de ARN marcadas al armazoén se lleva a cabo como se describe mas abajo.

Algunas consideraciones del disefio para la secuencia de novo se enumeran en la Tabla 1 de mas abajo.

Rasgo del Armazén
Sintético

Ventajas

Secuencia sintética
novedosa

Puede tener cualquier longitud y se puede disenar
para que incorpore cualquier rasgo de secuencia
deseado incluyendo pero no limitado a aquellos
enumerados en esta tabla.

Estructura secundaria
minima (seleccionar frente a
repeticiones invertidas)

Permite la transcripcion coherente de moléculas de
ARN completas. Permite el recocido coherente de las
moléculas de ARN al armazén a temperaturas
predecibles. Minimiza el auto-recocido y/o el recocido
cruzado entre moléculas de ARN o armazones.

5.3 PARCHES

Secuencias repetidas
minimas

Evita el recocido erréneo entre las moléculas de ARN
y regiones inapropiadas del armazén.

Sitios de restriccion Unicos
en las fronteras de las
regiones de anclaje a la
marca

Permite la adicién y delecién de regiones de anclaje a
la marca individuales utilizando técnicas de clonacién
molecular convencionales.

Espaciamiento uniforme,
definidode las Ty
transcripcion con UTP
modificado con aminoalilo
(UTP no modificado)

Controla el numero de sitios de acoplamiento para los
monoémeros de cada regidon de anclaje a la marca,
permitiendo una Iluminosidad consistente de las
moléculas de ARN marcadas individuales. Controla
la distancia entre mondmeros: se puede optimizar el
espaciamiento para evitar el impedimento estérico y
la extincion de la fluorescencia.

Secuencia de inicio
optimizado para la
transcripcion mediante ARN
polimerasa de T7, T3, o SP6

Promueve la transcripcidon eficaz in vitro de cada
region de anclaje a la marca.

Los mondmeros marcadores que emiten sefiales que constituyen todo o parte del cédigo del nanoinformador estan
anclados a la regién o a las regiones de anclaje a la marca del armazén del nanoinformador a través de una
estructura referida en la presente memoria como "parche". Los mondmeros marcadores puede estar anclados
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directamente (p. ej., covalentemente o no covalentemente) a un parche, o anclados indirectamente a un parche (p.
ej., por medio de hibridacion).

Los parches de acido nucleico pueden tener de 25 nucledtidos a varias kilobases (p. €j., 5 kb) de longitud, y tienen
preferiblemente de 50 nucleétidos a 2 kb de longitud. En realizaciones especificas, los parches de acido nucleico
tienen aproximadamente de 25 a 250, de 50 a 200, de 50 a 150, o de 50 a 100 nucledtidos de longitud. En otras
realizaciones, los parches de acido nucleico tienen aproximadamente de 500 a 2.000, de 500 a 1.500, de 500 a
1.000, de 750 a 1.250, o de 750 a 1.000 nucledtidos de longitud. Los parches de acido nucleico pueden ser parches
de ARN o parches de ADN.

Un monémero marcador puede ser anclado covalentemente a un parche antes o después de que el parche sea
anclado a la region de anclaje a la marca de un armazoén de nanoinformador. Por ejemplo, cuando el parche es una
molécula de acido nucleico, la marca puede ser anclada covalentemente mediante incorporacion de un nucleétido
que contiene un monémero marcador al acido nucleico durante la sintesis pero antes de que sea anclado, p. €j., por
medio de hibridacién, a la regién de anclaje a la marca del armazoén. Alternativamente, durante la sintesis de un
parche de &cido nucleico, se puede incluir un nucleétido que contiene un grupo aceptor del monémero marcador, y
se puede afiadir el monémero marcador al parche de acido nucleico después de su sintesis, ya sea antes o después
de que sea anclado a la regidn de anclaje a la marca del armazon. Alternativamente, el monémero marcador puede
ser anclado indirectamente al parche, por ejemplo mediante hibridacién del parche a un "ala" que sirve como base
para el anclaje del monémero marcador al nanoinformador.

De este modo, cuando un parche es un acido nucleico, éste puede oscilar de 20 nucledtidos a mas de 5 kb de
longitud, dependiendo del método de ensamblaje del nanoinformador.

Por ejemplo, cuando un parche ha incorporado covalentemente uno o mas mondmeros marcadores que emiten
sefales que son parte del cédigo del nanoinformador en el contexto del nanoinformador marcado, el parche tiene
preferiblemente de alrededor de 100 a alrededor de 10.000 bases, mas preferiblemente de 200 a alrededor de 2000
bases, y aun mas preferiblemente de 700 a alrededor de 1200 nucledtidos de longitud, y es referido generalmente
en la presente memoria como "segmento”, siendo un segmento "oscuro”" el parche antes de la incorporacion del
monomero marcador (pero, en una realizacion preferida, contiene sitios aceptores del mondmero marcador, tales
como aminoalilnucleétidos), y siendo el segmento "coloreado" uno que contiene el monémero marcador o los
monomeros marcadores deseados. La Tm de un segmento cuando hibrida con esta regién de anclaje a la marca es
preferiblemente >80°C, mas preferiblemente >90°C, en Na* 825 mM (56X SSC).

Cuando el parche sirve solamente como molde para el anclaje del ala al nanoinformador, este tiene preferiblemente
un tamafio mas pequefio, por ejemplo alrededor de 25-250 nucledtidos de longitud, y tiene muy preferiblemente
alrededor de 50-100 nucleétidos de longitud. Tales parches son referidos en la presente memoria como "parches de
oligonucleétido". Como se detalla en la Seccion de mas abajo, un oligonucledtido tiene preferiblemente una
secuencia parcialmente complementaria a un armazoén, de manera que cuando éste es recocido al armazoén, se
genera un saliente que es complementario a toda o a una porcién de un ala.

Los términos "segmento" y "parche de oligonucleétido" se utilizan en la presente memoria simplemente por
conveniencia de descripcion, sin embargo, no hay tamafio de corte para distinguir un "segmento" de un "parche de
oligonucleétido". El propdsito de ambos tipos de estructuras es maximizar el marcaje -- y de este modo la intensidad
de la sefial -- del nanoinformador, permitiendo de ese modo la deteccién de una Unica molécula diana por un
nanoinformador.

En ciertos aspectos, la presente invencidon emplea una molécula sintética, cuya configuracion se ilustra mediante la
referencia a la Figura 7A, que comprende una hebra de acido nucleico (armazén) y una pluralidad de pares de
parches hibridados a dicha hebra, donde cada par de parches comprende un parche "A" y un parche "B", donde,
para cada par de parches, (a) cada parche "A" es un oligonucleétido que comprende una primera region (1P) y una
segunda regioén (2P), estando dicha primera region (i) en el extremo alfa de dicho parche "A", y (ii) hibridada a una
primera porcion de dicha hebra, estando dicha segunda region (ii) en el extremo beta de dicho parche "A"; (b) cada
parche "B" es un oligonucleétido que comprende una tercera region (3P) y una cuarta region (4P), estando dicha
tercera region (i) en el extremo alfa de dicho parche "B", y (ii) hibridada a dicha segunda region de dicho parche "A",
estando dicha cuarta regién (i) en el extremo beta de dicho parche "B" y (ii) hibridada a una segunda porcién de
dicha hebra, estando dicha segunda porcion de dicha hebra en el extremo beta de dicha primera porcion de dicha
hebra, donde dicha segunda region o dicha tercera region comprende adicionalmente en su extremo beta o extremo
alfa, respectivamente, una regiéon hibridable que no esta hibridada a dichos parche "B" o parche "A",
respectivamente.

En la molécula sintética de la Figura 7A, la segunda region puede comprender adicionalmente en su extremo beta
una region hibridable que no esta hibridada a dicho parche "B", como se representa en la Figura 7B, o la tercera
regién comprende adicionalmente en su extremo alfa una region hibridable que no esta hibridada a dicho parche "A",
como se representa en la Figura 7C.
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La presente invencion emplea adicionalmente una molécula sintética, cuya configuracion se ilustra mediante la
referencia a la Figura 7D, que comprende una hebra de un acido nucleico (armazén) y una pluralidad de pares de
parches hibridados a dicha hebra, donde cada par de parches comprende un parche "A" y un parche "B", donde,
para cada par de parches, (a) cada parche "A" es un oligonucleétido que comprende una primera region (1P) y una
segunda region (2P), estando dicha primera region (i) en el extremo alfa de dicho parche "A", y (ii) hibridada a una
primera porcion de dicha hebra, estando dicha segunda region (ii) en el extremo beta de dicho parche "A"; (b) cada
parche "B" es un oligonucleétido que comprende una tercera region (3P) y una cuarta region (4P), estando dicha
tercera region (i) en el extremo alfa de dicho parche "B", y (ii) hibridada a dicha segunda region de dicho parche "A",
estando dicha cuarta region (i) en el extremo beta de dicho parche "B" y (ii) hibridada a una segunda porcién de
dicha hebra, estando dicha segunda porcién de dicha hebra hacia el principio de dicha primera porcién de dicha
hebra, donde dicha segunda regién comprende adicionalmente en su extremo beta una primera regién hibridable
que no esta hibridada a dicho parche "B", y donde dicha tercera region comprende adicionalmente en su extremo
alfa una segunda regioén hibridable que no esta hibridada a dicho parche "A".

En la molécula sintética de la Figura 7B, cada par de parches puede estar anclado a un par de alas, como se
representa en la Figura 7F, donde cada par de alas comprende un ala "A" y una ala "B", donde, para cada par de
alas, (a) cada ala "A" es un oligonucleétido que comprende una primera region del ala (1F) y una segunda regién del
ala (2F); estando dicha primera region del ala en el extremo alfa de dicho ala "A"; estando dicha segunda region del
ala (i) en el extremo beta de dicha ala "A" y (ii) comprendiendo en su extremo beta una region hibridable que no esta
hibridada a dicho parche "A", parche "B" o ala "B"; y (b) cada ala "B" es un oligonucléotido que comprende una
tercera region del ala (3F), una cuarta region del ala (4F), y una quinta region del ala (5F); estando dicha tercera
regién del ala (i) en el extremo alfa de dicha ala "B" y (ii) comprendiendo en su extremo alfa una regién hibridable
que no esta hibridada a dicho parche "A", parche "B" o ala "A"; estando dicha cuarta region del ala (i) entre las
tercera regién del ala y la quinta region del ala y (ii) hibridada a dicha primera region del ala de dicha ala "A"; estando
dicha quinta region del ala (i) en el extremo beta de dicha ala "B", y (ii) hibridada a dicha region hibridable de dicha
segunda region de dicho parche "A".

En la molécula sintética de la Figura 7C, cada par de parches puede estar anclado a un par de alas, como se
representa en la Figura 7E, donde cada par de alas comprende un ala "A" y un ala "B", donde, para cada par de
alas, (a) cada ala "A" es un oligonucleétido que comprende una primera region del ala (1F), una segunda regién del
ala (2F), y una tercera region del ala (3F); estando dicha regién del ala "A" (i) en el extremo alfa de dicha ala "A" y (ii)
hibridada a dicha region hibridable de dicha tercera region de dicha ala "B"; estando dicha segunda region del ala
entre la primera region del ala y la tercera region del ala; estando dicha tercera regién del ala (i) en el extremo beta
de dicha ala "A" y (ii) comprendiendo en su extremo beta una regién hibridable que no esta hibridada a dicho parche
"A", parche "B" o ala "B", y (b) cada ala "B" es un oligonucleétido que comprende una cuarta region del ala (4F) y
una quinta region del ala (5F); estando dicha cuarta region del ala (i) en el extremo alfa de dicha ala "B" y (ii)
comprendiendo en su extremo alfa una region hibridable que no esta hibridada a dicho parche "A", parche "B" o ala
"A"; estando dicha sexta region del ala (i) en el extremo beta de dicha ala "B", y (ii) hibridada a dicha segunda region
del ala de dicha ala "A".

En la molécula sintética de las Figuras 7D y 7E, las alas divididas se pueden anclar a uno (p. €j., (10)), o mas (p.
ej., (20) y (30)) oligonucledtidos, como se representa en la Figura 7G. De este modo, los uno o mas
oligonucleétidos pueden estar anclados a la totalidad o a una porcién del ala "A" individualmente (p. ej., (10)), el ala
"B" individualmente (p. ej., (30)), o abarcar toda o una porcién de cada una del ala "A" y el ala "B" (p. ej., (20)).
Tales oligonucledtidos estan preferiblemente unidos covalentemente a uno o mas monémeros marcadores.

Las regiones hibridables de dichas moléculas sintéticas se pueden hibridar a una pluralidad de oligonucledétidos,
cada uno unido, preferiblemente unido covalentemente, a al menos un monémero marcador, mas preferiblemente a
al menos cinco mondémeros marcadores. En ciertas realizaciones, todos los oligonucleétidos anclados a un solo par
de parches comprenden los mismos mondmeros marcadores, p. €., comprenden mondmeros marcadores que
emiten luz a las mismas longitudes de onda; en realizaciones especificas, todos los oligonucleétidos anclados a al
menos dos, o al menos cuatro, pares de parches adyacentes comprenden preferiblemente los mismos mondémeros
marcadores. Uno o mas de los oligonucleétidos pueden estar unidos a al menos una etiqueta de afinidad.

En ciertas realizaciones preferidas, los mondmeros marcadores son fluoréforos o puntos cuanticos.

En la molécula sintética descrita mas arriba, alfa puede hacer referencia a 5' o 3, y la correspondiente beta a 3' 0 5',
respectivamente.

La region de complementariedad de cada par de parches, o entre un parche dado y la correspondiente ala, tiene
preferiblemente alrededor de 20 a 5.000 nucledtidos. En ciertas realizaciones, la region de complementariedad tiene
alrededor de 20 a 100 nucleétidos, o alrededor de 5 a 50 nucleétidos.

En las moléculas sintéticas descritas mas arriba, cada ala tiene preferiblemente alrededor de 50 a 5.000 nucleétidos
de longitud. En ciertas realizaciones, cada ala tiene alrededor de 50 a 150 nucledtidos.
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Las moléculas sintéticas descritas mas arriba pueden comprender adicionalmente una region especifica de la diana
que se une a una molécula diana. La region especifica de la diana se puede anclar al extremo beta o alfa de dicha
hebra.

En ciertas realizaciones, la molécula sintética descrita mas arriba comprende al menos diez pares de parches, o al
menos cincuenta pares de parches.

En las moléculas sintéticas descritas mas arriba, la hebra o armazén, puede ser un vector linealizado, tal como M13
linealizado.

La molécula sintética descrita mas arriba puede comprender adicionalmente (a) una primera region de anclaje a la
marca a la cual estan anclados (directamente o indirectamente) uno o mas monémeros marcadores que emiten luz
que constituye una primera sefial; (b) una segunda regién de anclaje a la marca, que es no solapante con la primera
region de anclaje a la marca, a la cual estan anclados uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que
constituye una segunda sefal; (c) una tercera regién de anclaje a la marca, que no es solapante con la primera y la
segunda regiones de anclaje a la marca, a la cual estan anclados uno o0 mas mondémeros marcadores que emiten luz
que constituye una tercera sefial; donde cada region de anclaje comprende una pluralidad de pares de parches;
donde la primera y segunda sefiales son distinguibles espectralmente; donde la segunda y tercera sefiales son
distinguibles espectralmente; donde la primera y segunda sefiales no se pueden resolver espacialmente en las
condiciones que se pueden utilizar para detectar dicha primera, segunda y tercera sefiales; donde la segunda y
tercera sefiales no se pueden resolver espacialmente en las condiciones que se pueden utilizar para detectar dichas
primera, segunda y tercera sefiales; donde la primera y tercera sefiales se pueden resolver espacialmente en las
condiciones que se pueden utilizar para detectar dichas primera, segunda y tercera sefiales; y donde las identidades
de la primera, segunda y tercera sefiales y las localizaciones de la primera y tercera sefiales relativas entre si
constituyen al menos parte de un cédigo que identifica la molécula diana.

5.4 MONOMEROS MARCADORES

Los nanoinformadores de la presente invencién se pueden marcar con cualquiera de una variedad de mondmeros
marcadores, tales como un radiois6topo, un fluorocromo, un colorante, una enzima, una nanoparticula, un marcador
quimioluminiscente, biotina, u otro mondmero conocido en la técnica que se pueda detectar directamente (p. €j.,
mediante emision de luz) o indirectamente (p. ej., mediante unién de un anticuerpo marcado fluorescentemente). Al
menos la primera y segunda regiones de anclaje a la marca del nanoinformador estan marcadas con uno o mas
monomeros marcadores, y las sefiales emitidas por los mondémeros marcadores anclados a las regiones de anclaje
a la marca de un nanoinformador constituyen un cadigo que identifica la diana a la cual se une la region especifica
de la diana del nanoinformador. En ciertas realizaciones, la carencia de una sefal dada de la region de anclaje a la
marca (esto es, un punto "oscuro") también puede constituir parte del codigo del nanoinformador. Un ejemplo de un
punto oscuro se representa en la posicién 12 del nanoinformador de la Figura 1A.

Los radioisétopos son un ejemplo de monémeros marcadores que pueden ser utilizados por la invencion. Se pueden
utilizar varios radiois6topos como mondmeros marcadores para marcar nucleétidos o proteinas, incluyendo, por
ejemplo, P32, P33, 835, H3, e I'® Estos radioisétopos tienen diferentes vidas medias, tipos de decadencia, y niveles
de energia que pueden ser ajustados para satisfacer las necesidades de un experimento concreto. Por ejemplo, H®
es un emisor de baja energia que da como resultado bajos niveles de fondo, sin embargo esta baja energia da como
resultado periodos de tiempo prolongados para la autorradiografia. Los ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos y
aminoacidos marcados radiactivamente se encuentran disponibles en el mercado. Se encuentran disponibles
nuclestidos que estan marcados radiactivamente en el primer grupo fosfato @, o el tercer grupo fosfato, oy. Por
ejemplo, tanto [a —32P] dATP como [y -32P] dATP se encuentran disponibles en el mercado. Ademas, también se
encuentran disponibles en el mercado diferentes actividades especificas para nucleétidos marcados radiactivamente
y se pueden adaptar a diferentes experimentos.

Otro ejemplo de monémeros marcadores que pueden ser utilizados por la invencion son los fluoréforos. Se pueden
utilizar varios fluoréforos como mondémeros marcadores para marcar nucleétidos incluyendo, por ejemplo,
fluoresceina, tetrametilrrodamina, y Rojo Texas. Se conocen varios fluoréforos diferentes, y se contindan
produciendo mas, que abarcan el espectro completo. Asimismo, se han producido diferentes formulaciones del
mismo fluoréforo para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, se puede utilizar fluoresceina, en su forma isotiocianato
(FITC), en forma de isdbmeros mezclados o isémeros individuales de éster succinimidilico de carboxifluoresceina
(FAM), o como formas de diclorotriazina isomérica de fluoresceina (DTAF). Estos mondmeros son quimicamente
distintos, pero todos emiten luz con un pico entre 515-520 nm, generando de ese modo una sefial similar. Ademas
de las modificaciones quimicas de la fluoresceina, se han sintetizado fluoréforos completamente diferentes que
tienen los mismos picos de emisién o muy similares a los de la fluoresceina. Por ejemplo, el colorante Verde Oregén
tiene espectros de excitacion y emision virtualmente superponibles en comparacion con la fluoresceina. Otros
fluordforos tales como Verde Rhodol y Verde Rodamina tienen picos de emision solo ligeramente desplazados y por
lo tanto también sirven funcionalmente como sustitutos de la fluoresceina. Ademas, se han desarrollado diferentes
formulaciones o colorantes relacionados en torno a otros fluoréforos que emiten luz en otras partes del espectro.
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También se encuentran disponibles monémeros marcadores no radiactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, se
puede anclar biotina directamente a los nucleétidos y detectarla mediante la unién especifica y de alta afinidad a
avidina o estreptavidina que ha sido acoplada quimicamente a una enzima que cataliza una reaccién colorimétrica
(tal como fosfatasa, luciferasa, o peroxidasa). Los nucleétidos marcados con digoxigenina también pueden ser
utilizados de manera similar para la deteccidon no isotépica de &cidos nucleicos. Los nucleétidos biotinilados y
marcados con digoxigenina se encuentran disponibles en el mercado.

También se pueden utilizar particulas muy pequefas, denominadas nanoparticulas, como monémeros marcadores
para marcar acidos nucleicos. Estas particulas oscilan de 1-1000 nm de tamafio e incluyen diversas estructuras
quimicas tales como particulas de oro y plata y puntos cuanticos.

Cuando se irradia con luz blanca que incide formando angulo, las nanoparticulas de plata y oro que oscilan de 40-
120 nm dispersaran la luz monocromatica con una alta intensidad. La longitud de onda de la luz dispersada depende
del tamafio de la particula. Cuatro a cinco particulas diferentes en intima proximidad dispersaran cada una luz
monocromatica que cuando se superponga dara un unico color especifico. Las particulas estan siendo fabricadas
por compafiias tales como Genicon Sciences. Las particulas de plata y oro derivatizadas pueden ser ancladas a una
amplia matriz de moléculas que incluyen, proteinas, anticuerpos, pequefias moléculas, ligandos de receptores, y
acidos nucleicos. Por ejemplo, la superficie de la particula puede ser quimicamente derivatizada para permitir el
anclaje a un nucleétido.

Otro tipo de nanoparticula que se puede utilizar como mondémero marcador son los puntos cuanticos. Los puntos
cuanticos son cristales fluorescentes de 1-5 nm de diametro que son excitables por un amplio intervalo de longitudes
de onda de luz. Estos cristales emiten luz, tal como luz monocromatica, con una longitud de onda dependiente de su
composicién quimica y tamafio. Los puntos cuanticos tales como CdSe, ZnSe, InP, o InAs poseen propiedades
Opticas Unicas.

Se pueden crear muchas docenas de clases de particulas de acuerdo con el nimero de clases de tamafios de
cristales de puntos cuanticos. Las clases de tamafios de los cristales se crean o bien 1) por medio de un estricto
control de los parametros de formacion de los cristales para crear cada clase de particulas del tamafio deseado, o
bien 2) por medio de la creacion de lotes de cristales bajo parametros para la formacién controlada de cristales sin
excesivo rigor, seguido de clasificacion de acuerdo con el tamafio deseado y/o las longitudes de onda de emision. El
uso de puntos cuanticos para el marcaje de particulas, en el contexto de la presente invencion, es nuevo, pero en la
técnica de los semiconductores es antiguo. Dos ejemplos de referencias anteriores en las que los puntos cuanticos
estan embebidos en capas epitaxiales de silicio intrinsecas de dispositivos de emisién/deteccién de luz
semiconductores son las Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.293.050 y 5.354.707 de Chapple Sokol, et al.

En realizaciones especificas, una o mas de las regiones de anclaje a la marca del nanoinformador estan marcadas
con uno 0 mas colorantes emisores de luz, conteniendo cada regién de anclaje a la marca, directamente o
indirectamente, uno o mas mondmeros marcadores. La luz emitida por los colorantes puede ser luz visible o luz
invisible, tal como luz ultravioleta o infrarroja. En realizaciones ilustrativas, el colorante es un colorante de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET); un colorante de xanteno, tal como fluoresceina y
rodamina; un colorante que tiene un grupo amino en la posicién alfa o beta (tal como un colorante de naftilamina, 1-
dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftalenosulfonato y 2-p-touidinil-6-naftalensulfonato); un colorante que
tiene 3-fenil-7-isocianatocumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y naranja de acridina; un pireno, un
benzoxadiazol y un estilbeno; un colorante que tiene 3-(e-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-
carboxifluoresceina (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-carboxirrodamina-6G (R6G); N,N,N',N'-tetrametil-6-
carboxirrodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE);
ALEXA FIuor®; Cy2; Rojo Texas y Rojo Rodamina; 6-carboxi-2'.4,7,7'-tetraclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-
2'4,4'5'7,7-hexaclorofluoresceina (HEX); 5-carboxi-2',4',5',7'-tetraclorofluoresceina (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5;
Cy5; Cy5.5; Cy7; yd Cy7.5; Alexa Fluor 350; Alexa Fluor 488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568;
Alexa Fluor 594; o Alexa Fluor 647.

Los monémeros marcadores se pueden incorporar a un nanoinformador en diferentes fases de su ensamblaje, o en
un componente (p. ej., un "ala" del nanoinformador antes de ensamblaje en el nanoinformador.

Un mondémero marcador se puede anclar directamente a un nucleétido utilizando métodos bien conocidos en la
técnica. Los nucledtidos también se pueden modificar quimicamente o derivatizar con el fin de anclarlos a un
mondémero marcador. Por ejemplo, se puede anclar un mondémero fluorescente tal como una molécula de
fluoresceina a dUTP (desoxiuridin-trifosfato) utilizando un grupo aminoalquinilo de cuatro atomos. Cada mondmero
marcador se ancla a un nucleétido formando un complejo de monémero marcador:nucleétido.

Este complejo de mondémero marcador:nucleétido se puede incorporar a los acidos nucleicos (por ejemplo, un
parche de ADN o un oligonucleétido de deteccion) de diferentes maneras. Por ejemplo, se puede incorporar un
complejo de mondmero marcador:nucleétido solamente en una localizacion dentro del acido nucleico o en dos 0 mas
localizaciones dentro del acido nucleico.
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Se encuentran disponibles fluoréforos reactivos con amina y reactivos con tiol y se utilizan para el marcaje de
nucleostidos y biomoléculas. Generalmente, los nucledtidos se marcan fluorescentemente durante la sintesis quimica,
por ejemplo, la incorporaciéon de aminas o tioles durante la sintesis de nucledtidos permite la adiciéon de fluoréforos.
Los nucleétidos marcados fluorescentemente se encuentran disponibles en el mercado. Por ejemplo, se encuentran
disponibles uridin y desoxiuridin trifosfatos que estan conjugados a diez fluoréforos diferentes que cubren el
espectro.

Se puede anclar un nucledtido a un monémero marcador primero y después se puede incorporar a un acido
nucleico. Alternativamente, se puede marcar un acido nucleico existente anclando un monémero marcador a un
nucleostido dentro del acido nucleico. Por ejemplo se pueden incorporar nucleétidos UTP modificados con aminoalilo
("AA") al ARN producto durante la transcripcion. En diferentes realizaciones, 20% o mas de los nucleétidos UTP de
una reaccion de transcripcion para generar parches de ARN son modificados con AA. En algunas realizaciones,
alrededor de 20% a 100%, de 20% a 80%, de 30 a 80%, de 40 a 60% o de 50% a 75% de los UTP de una reaccion
de transcripcién estan modificados con AA, en una realizacion preferida, aproximadamente 50% de los UTP de una
reaccion de transcripcidon estan modificados con AA.

Ademas, por ejemplo, se pueden incorporar diferentes tipos de complejos de mondmero marcador:nucleétido a un
unico acido nucleico, donde un componente del codigo del nanoinformador comprende mas de un tipo de seial.

También se pueden utilizar como mondmeros marcadores colorantes fluorescentes que se pueden unir directamente
a los nucledtidos. Por ejemplo, FAM, JOE, TAMRA, y ROX son colorantes fluorescentes reactivos con aminas que
han sido anclados a nucledétidos y se utilizan en la secuenciacion automatica de ADN. Estos nucleétidos marcados
fluorescentemente, por ejemplo, ROX-ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, se encuentran disponibles
en el mercado.

Otros tipos de mondmeros marcadores que se pueden utilizar para marcar un nanoinformador son los puntos
cuanticos. Debido a su muy pequefio tamafio los puntos cuanticos se pueden acoplar a oligonucleétidos
directamente sin afectar a la solubilidad o al uso del oligonucleétido. En una realizacion preferida, solamente se
acopla una molécula de oligonucleétido a cada nanoparticula. Para sintetizar un complejo de oligonucleétido-
nanoparticula en una proporcion 1:1 por medio de la quimica por lotes convencional, tanto el oligonucledtido como la
nanoparticula requieren un unico grupo reactivo de diferentes clases que pueden reaccionar entre si. Por ejemplo, si
un oligonucledtido tiene un grupo amino y una nanoparticula tiene un grupo aldehido, estos grupos pueden
reaccionar para formar una base de Schiff. Se puede derivatizar un oligonucleétido para anclar un Unico grupo amino
u otro grupo funcional utilizando la quimica bien conocida en la técnica. Sin embargo, cuando una nanoparticula es
derivatizada, ésta se recubre con un reactivo quimico que da como resultado el recubrimiento de la superficie
completa de la nanoparticula con varios grupos funcionales.

La invencion proporciona un método de acoplamiento de un oligonucleétido a una nanoparticula mediante
acoplamiento quimico del oligonucledétido sobre una superficie sélida tal como el soporte de vidrio utilizado para la
sintesis de oligonucleétidos.

Por ejemplo, se pueden utilizar resinas disponibles en el mercado para la sintesis de oligonucleétidos tales como el
vidrio de poro controlado con alquilamino de cadena larga (lcaa CPG).

Alternativamente, se puede utilizar una superficie plana tal como un portaobjetos de microscopio derivatizado. La
densidad en superficie de las cadenas de oligonucledtido nacientes debe ser inferior al diametro de la nanoparticula.
Esto se puede lograr o bien eligiendo un soporte de vidrio con una baja densidad en superficie de los grupos
reactivos, o bien utilizando reactivo diluido para la primera etapa de la sintesis del oligonucleétido de manera que la
superficie no se sature. Otro punto a considerar cuando se utilizan matrices de vidrio convencionales para la sintesis
de oligonucleodtidos es el uso de un diametro de poro mayor que el diametro de la nanoparticula para asegurar el
flujo de los reactivos. Por ejemplo, se puede sintetizar un oligonucleétido sobre una base diluida con relacion al
soporte solido, por ejemplo un décimo de una sintesis normal, para asegurar un buen espaciamiento de los
oligonucleétidos sobre el soporte de vidrio. Una vez que el oligonucledtido es sintetizado con un grupo reactivo
funcional, por ejemplo, un grupo amino, las nanoparticulas derivatizadas se hacen pasar sobre el soporte de vidrio
para que reaccionen con los oligonucledtidos. Se puede seleccionar un tamafo de poro suficientemente grande del
soporte de vidrio para evitar la obstruccion con las nanoparticulas. Por ejemplo, se puede utilizar un tamafio de poro
de alrededor de 200 nm. Una vez completada la reaccion, los grupos que no han reaccionado sobre la nanoparticula
se pueden bloquear y los complejos se pueden desacoplar del soporte de vidrio.

5.5 EL CODIGO DEL NANOINFORMADOR
5.5.1 NANOINFORMADORES DUALES

Un nanoinformador cuyos componentes existen en dos entidades moleculares es referido como nanoinformador dual
(o par de sondas). En un nanoinformador dual de acuerdo con la presente invencion, cada componente contiene una
secuencia especifica de la diana, que mejora la especificidad y la cinética de union del nanoinformador a su diana.
Las dos secuencias especificas de la diana diferentes se disefian o se seleccionan de manera que cada una
reconoce una porcion diferente de una molécula diana.
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Las Figuras 1A-1C ilustran realizaciones de la invencién que implican nanoinformadores duales. En las Figuras 1A'y
1B, cada uno de los dos componentes del nanoinformador se marca, de manera que el codigo espectral del
nanoinformador se forma solamente cuando los dos componentes del nanoinformador se juntan después de la union
del nanoinformador dual a su molécula diana. No obstante, en un nanoinformador dual, no es necesario que ambos
componentes estén marcados. Por ejemplo, como se representa en la Figura 1C, un componente de un
nanoinformador dual se marca con el cédigo del nanoinformador; y el otro componente se ancla a una etiqueta de
afinidad (flecha) que es util para inmovilizar el nanoinformador para su estiramiento y visualizacion.

5.5.2 REGISTROS

El término "registro" hace referencia a un conjunto de regiones de anclaje a la marca alternantes (una si y una no).
Los registros son Utiles cuando es deseable marcar regiones de anclaje a la marca adyacentes sin una region
espaciadora, y cuando la sefial que emana de las regiones de anclaje a la marca adyacentes no se puede resolver
espacialmente utilizando el método de deteccion deseado. De este modo, las sefales detectadas con el uso de un
registro son aquellas formadas por las regiones de anclaje a la marca alternantes en lugar de adyacentes. Las
sefales detectadas a partir de una pluralidad de registros (p. ej., que juntos son todas regiones de anclaje a la
marca) se pueden combinar para formar un cédigo del nanorregistro. Generalmente cuando se utilizan registros, las
regiones de anclaje a la marca adyacentes se marcan con monémeros marcadores distinguibles espectralmente.

Los ejemplos de los registros se representan en las Figuras 3 y 5. Por ejemplo, en la Figura 3A-3B, existen 8
regiones de anclaje a la marca 1-8. Las regiones de anclaje a la marca alternantes 1, 3, 5 y 7 forman un registro, y
las regiones de anclaje a la marca 2, 4, 6 y 8 forman otro registro. En la Figura 3A, solamente uno de los registros (1,
3, 5y 7) esta marcado; en la Figura 3B, ambos registros estan marcados.

5.6 ETIQUETAS DE AFINIDAD

Se pueden utilizar una variedad de etiquetas de afinidad conocidas en la técnica para purificar y/o inmovilizar los
nanoinformadores.

Cuando se utiliza una etiqueta de afinidad para inmovilizar un nanoinformador para la deteccion y la formacion de
imagenes, ésta puede ser referida en la presente memoria como un "ancla". En una realizacion preferida, se adjunta
un ancla de biotina al nanoinformador, permitiendo la inmovilizacién del nanoinformador sobre un portaobjetos
recubierto con estreptavidina.

Un etiqueta de afinidad se puede utilizar para el anclaje a cuentas u otras matrices para una variedad de
aplicaciones utiles incluyendo pero no limitadas a la purificacion.

Se proporcionan mas abajo ejemplos no limitantes de etiquetas de afinidad adecuadas. Se debe entender que la
mayor parte de las etiquetas de afinidad podrian servir para dobles propdsitos: como anclas para la inmovilizacion
de los nanoinformadores y como etiquetas para la purificacién de los nanoinformadores (ya sea totalmente o solo
parcialmente ensamblados) o sus componentes.

En ciertas realizaciones, la etiqueta de afinidad es un monémero de proteina. Los ejemplos de los monémeros de
proteina incluyen, pero no estan limitados a, las regiones constantes de inmunoglobulinas (véase Petty, 1996, Metal-
chelate affinity chromatography, en Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Ed. Ausubel et al.,, Greene
Publish. Assoc. & Wiley Interscience), glutation S-transferasa (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell Bio. 4:220-229),
la proteina de unién a maltosa de E. coli (Guan et al., 1987, Gene 67:21-30), y diversos dominios de unién a celulosa
(Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.496.934; 5.202.247; 5.137.819; Tomme et al., 1994, Protein Eng. 7:117-
123), etc. Otras etiquetas de afinidad son reconocidas por patrones de union especificos y de este modo facilitan el
aislamiento y la inmovilizacion mediante unién por afinidad al compafiero de unién, que puede estar inmovilizado
sobre un soporte sélido. Por ejemplo, la etiqueta de afinidad puede ser un epitopo, y el compafero de unién un
anticuerpo. Los ejemplos de tales epitopos incluyen, pero no estan limitados a, el epitopo FLAG, el epitopo myc en
los aminoacidos 408-439, el epitopo de la hemaglutinina del virus de la influenza (HA), o la digoxigenina ("DIG"). En
otras realizaciones, la etiqueta de afinidad es una secuencia de proteina o aminoacidos que es reconocida por otra
proteina o aminoacido, por ejemplo la avidina/estreptavidina y la biotina.

En ciertos aspectos de la invencion, la etiqueta de afinidad es una secuencia de nucleétidos. Se pueden utilizar una
gran variedad de secuencias de alrededor de 8 a alrededor de 30 bases, mas preferiblemente de alrededor de 10 a
alrededor de 20 bases, para la purificacion e inmovilizaciéon de nanoinformadores, y la secuencia se puede repetir en
tandem (p. ej., de 1 a 10 repeticiones en tandem). Preferiblemente tal secuencia no esta ampliamente representada
(esto es, presente en menos de 5% de los genes, mas preferiblemente, presente en menos de 3% de los genes, vy,
muy preferiblemente, presente en menos de 1% de los genes) en la muestra que esta siendo analizada (por
ejemplo, cuando el nanoinformador se utiliza para la deteccion de ARN celular humano, la secuencia
preferiblemente no estd ampliamente representada en el genoma humano); tiene poca o ninguna estructura
secundaria o auto-complementariedad ya sea internamente o con copias de si misma cuando se multimeriza (esto
es, todas las estructuras secundarias de la etiqueta multimerizada tienen preferiblemente una Tm menor de 25°C a
NaCl 1 M); no tiene una identidad significativa o complementariedad con las secuencias del armazén o segmento
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(esto es, la Tm de las secuencias complementarias es preferiblemente menor de 25°C a NaCl 0,2 M); y tiene una Tm
alrededor de 35-65°C, mas preferiblemente alrededor de 40-50°C, en Na* 50 mM.

En ciertas realizaciones, se utilizan diferentes secuencias como etiquetas de purificacion e inmovilizacién. En este
caso, por ejemplo, la etiqueta de purificacion puede ser como se ha descrito mas arriba, pero la etiqueta de
inmovilizacién puede estar en el intervalo de 10 a 100 bases, con una Tm de hasta 95°C en Na® 50 mM. Una
realizacién alternativa tendria la etiqueta de purificacién anidada dentro de la etiqueta de inmovilizacion (p. ej., la
etiqueta de afinidad comprenderia una secuencia de 25 bases de las cuales 15 bases se utilizan como etiqueta de
purificacion y las 25 bases completas se utilizan como etiqueta de inmovilizacion).

En ciertos casos, la etiqueta de afinidad se puede utilizar para el marcaje de un nanoinformador ademas de para
purificar o inmovilizar el nanoinformador.

Como apreciaran los expertos en la técnica, se pueden utilizar muchos métodos para obtener la regién codificante
de las etiquetas de afinidad, incluyendo pero no limitados a, clonacién de ADN, amplificacion de ADN, y métodos
sintéticos. Algunas de las etiquetas de afinidad y reactivos para su deteccion y aislamiento se encuentran
disponibles en el mercado.

5.7 SECUENCIAS ESPECIFICAS DE LA DIANA

El término "secuencia especifica de la diana" hace referencia a una entidad molecular que es capaz de unirse a una
molécula diana. En el contexto de un nanoinformador, la secuencia especifica de la diana se ancla al armazoén del
nanoinformador.

La secuencia especifica de la diana es generalmente una secuencia de aminodacidos (esto es, una secuencia de
polipéptidos o péptidos) o una secuencia de acido nucleico.

En realizaciones especificas, cuando la secuencia especifica de la diana es una secuencia de aminoacidos, la
secuencia especifica de la diana es un fragmento de un anticuerpo, tal como un fragmento Fab' de un anticuerpo, un
anticuerpo Fv de cadena sencilla.

La secuencia especifica de la diana es preferiblemente una secuencia de acido nucleico, y esta muy preferiblemente
en un oligonucledtido que esta anclado covalentemente (p. ej., mediante ligacién) o anclado no covalentemente (p.
ej., mediante hibridacién) al armazén del nanoinformador. Una secuencia de acido nucleico especifica de la diana
tiene preferiblemente al menos 15 nucledtidos de longitud, y mas preferiblemente tiene al menos 20 nucleétidos de
longitud. En realizaciones especificas, la secuencia especifica de la diana tiene aproximadamente de 10 a 500, de
20 a 400, de 30 a 300, de 40 a 200, o de 50 a 100 nucledtidos de longitud. En otras realizaciones, la secuencia
especifica de la diana tiene aproximadamente de 30 a 70, de 40 a 80, de 50 a 90, o de 60 a 100, de 30 a 120, de 40
a 140, o de 50 a 150 nucledtidos de longitud.

Una secuencia de nucleétidos especifica de la diana tiene preferiblemente una Tm de alrededor de 65-90°C para
cada sonda en Na* 825 mM (5X SSC), muy preferiblemente alrededor de 78-83°C.

En ciertas realizaciones preferidas, la secuencia especifica de la diana de cada sonda de un nanoinformador dual
tiene alrededor de 35 a 100 nucleétidos (para una secuencia diana total de alrededor de 70 a 200 nucledtidos,
cubierta por 2 sondas), muy preferiblemente alrededor de 40 a 50 nucleétidos para cada sonda (para un total de
alrededor de 80 a 100 nucleétidos).

5.8 MOLECULAS DIANA

El término "molécula diana" es la molécula detectada o medida mediante la unién de un nanoinformador marcado
cuya secuencia o secuencias especificas de la diana se reconocen (son parejas de union especificas para esta).
Preferiblemente, una molécula diana puede ser, pero no esta limitada a, cualquiera de las siguientes: ADN, ADNCc,
ARN, ARNm, un péptido, un polipéptido/proteina (p. ej., una proteina bacteriana o viral o un anticuerpo), un lipido, un
carbohidrato, una glicoproteina, un glicolipido, una pequefia molécula, un mondémero organico, o un farmaco.
Generalmente, una molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural
o el complemento de dicho ADNc.

Una molécula diana puede ser parte de una muestra biomolecular que contiene otros componentes o puede ser el
unico o principal componente de la muestra. Una molécula diana puede ser un componente de una célula o tejido
completo, de un extracto celular o tisular, un producto lisado fraccionado del mismo o una molécula esencialmente
purificada. La molécula diana puede estar anclada en solucion o en fase sélida, incluyendo, por ejemplo, a una
superficie solida tal como un chip, una micromatriz o una cuenta. Asimismo, la molécula diana puede tener una
estructura o secuencia conocida o desconocida.

En ciertas realizaciones especificas, esa molécula diana no es un cromosoma. En otras realizaciones especificas, la
molécula diana no tiene un tamano mayor de 1.000 kb (o 1 mb), un tamafio no mayor de 500 kb, un tamafio no
mayor de 250 kb, un tamafo no mayor de 175 kb, un tamafio no mayor de 100 kb, un tamafio no mayor de 50 kb, un
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tamafo no mayor de 20 kb, o un tamafio no mayor de 10 kb. En otras realizaciones especificas mas, la molécula
diana esta aislada de su medio celular.

En realizaciones no limitantes, especificas, la molécula diana es uno de los siguientes anticuerpos o un antigeno
reconocido por uno de los siguientes anticuerpos: un anticuerpo anti-receptor de estrogeno, un anticuerpo anti-
receptor de progesterona, un anticuerpo anti-p53, un anticuerpo anti-Her-2/neu, un anticuerpo anti-EGFR, un
anticuerpo anti-catepsina D, un anticuerpo anti-Bcl-2, un anticuerpo anti-E-cadherina, un anticuerpo anti-CA125, un
anticuerpo anti-CA15-3, un anticuerpo anti-CA19-9, un anticuerpo anti-c-erbB-2, un anticuerpo anti-P-glicoproteina,
un anticuerpo anti-CEA, un anticuerpo anti-proteina de retinoblastoma, un anticuerpo anti-oncoproteina ras, un
anticuerpo anti-Lewis X, un anticuerpo anti-Ki-67, un anticuerpo anti-PCNA, un anticuerpo anti-CD3, un anticuerpo
anti-CD4, un anticuerpo anti-CD5, un anticuerpo anti-CD7, un anticuerpo anti-CD8, un anticuerpo anti-CD9/p24, un
anticuerpo anti-CD 10, un anticuerpo anti-CD11c, un anticuerpo anti-CD13, un anticuerpo anti-CD14, un anticuerpo
anti-CD 15, un anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo anti-CD20, un anticuerpo anti-CD22, un anticuerpo anti-CD23,
un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-CD31, un anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CD34, un anticuerpo
anti-CD35, un anticuerpo anti-CD38, un anticuerpo anti-CD41, un anticuerpo anti-LCA/CD45, un anticuerpo anti-
CD45RO0, un anticuerpo anti-CD45RA, un anticuerpo anti-CD39, un anticuerpo anti-CD100, un anticuerpo anti-
CD95/Fas, un anticuerpo anti-CD99, un anticuerpo anti-CD106, un anticuerpo anti-ubiquitina, un anticuerpo anti-
CD71, un anticuerpo anti-c-myc, un anticuerpo anti-citoqueratinas, un anticuerpo anti-vimentinas, un anticuerpo anti-
proteinas de HPV, un anticuerpo anti-cadenas ligeras kappa, un anticuerpo anti-cadena ligera lambda, un anticuerpo
anti-melanosoma, un anticuerpo anti-antigeno especifico de préstata, un anticuerpo anti-S-100, un anticuerpo anti-
antigeno tau, un anticuerpo anti-fibrina, un anticuerpo anti-queratinas, una proteina receptora de anticuerpo para
antigeno Tn, una linfoquina, una enzima, una hormona, un factor de crecimiento, o una proteina de unién a acido
nucleico, un ligando para un receptor de adherencia celular; un ligando para un receptor de transduccién de la seial;
una hormona; una molécula que se une a una molécula de la familia del dominio muerte; un antigeno; una particula
viral, una proteina de recubrimiento viral o uno de sus fragmentos, un polipéptido téxico seleccionado del grupo que
consiste en: (a) ricina, (b) exotoxina de Pseudomonas (PE); (c) briodina; (d) gelonina; (e) a-sarcina; (f) aspergilina;
(g) restrictocina; (h) angiogenina; (i) saporina; (j) abrina; (k) proteina antiviral de fitolaca (PAP); y (1) un fragmento
funcional de cualquiera de (a)-(k); una citoquina, o una citoquina soluble seleccionada del grupo que consiste en
eritropoyetina, interleuquinas, interferones, factores de crecimiento de fibroblastos, factores de crecimiento
transformantes, factores de necrosis tumoral, factores estimuladores de colonias y factor de crecimiento epidérmico,
antigenos del MHC de Clase |, antigenos del MHC de Clase II, receptores de la superficie celular internalizantes y/o
receptores virales.

En realizaciones especificas, no limitantes, la molécula diana es un antigeno tal como alfa fetoproteina, alfa-1
antitripsina, a-2 macroglobulina, adiponectina, apoliproteina-A-1, apoliproteina-Clll, apoliproteina-H, BDNF, -2
microglobulina, proteina C reactiva, calcitonina, antigeno canceroso 19-9, antigeno canceroso 125, CEA, CD 40,
ligando de CD 40, complemento 3, GK-MB, EGF, ENA-78, endotelina-1, ENRAGE, eotaxina, eritropoyetina, Factor
VII, FABP, ferritina, FGF basico, fibrindgeno, G-CSF, GST, GM-CSF, hormona de crecimiento, haptoglobina, ICAM-
1, IFN-gamma, IgA, IgE, IGF-1, IgM, IL-1qa, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 p40, IL-12
p70, IL-13, IL-15, IL-16, insulina, leptina, lipoproteina (a), linfotactina, MCP-1, MDC, MIP-1a, MIP-13, MMP-2, MMP-
3, MMP-9, mieloperoxidasa, mioglobina, PAI-1, PAP, PAPP-A, SGOT, SHBG, PSA (libre), RANTES, amiloide P del
suero, factor de células pluripotenciales, TBG, trombopoyetina, TIMP-1, factor tisular, TNF-a, TNF-8, TNF RII, TSH,
VCAM-1, VEGF, o VWF.

En algunas realizaciones, la molécula diana es una molécula relacionada con la autoinmunidad tal como ASCA, (3-2
glicoproteina, Clq, Prot. B del centrdmero, colageno tipo 1, colageno tipo 2, colageno tipo 4, colageno tipo 6, Cyto
P450, ADN dh, histona, histona H1, histona H2A, histona H2B, histona H3, histona H4, HSC-70, HSP-32, HSP-65,
HSP-71, HSP-90a, HSP- 908, insulina, JO-I, mitocondrial, mieloperoxidasa, células de islotes pancreaticos, PCNA,
PM-I, PR3, P ribosomal, RNP-A, RNP-C5 RNP, Sel-70, Smith, SSA, SSB, T3, T4, tiroglobulina, tTG, (enfermedad
celiaca), o microsomal tiroideo.

En algunas realizaciones, la molécula diana es un componente aislado de un agente infeccioso, tal como Toxina del
Colera, Toxinaf3 del Gdlera, Campylobacter jejuni, citomegalovirus, toxina de Difteria, NA de Epstein -Barr, EA de
Epstein-Barr, VCA de Epstein-Barr, Helicobacter pylori, nicleo de HBV, envoltura de HBV, superficie de HBV (Ad),
superficie de HBV (Ay), nucleo de HCV, NS3 de HCV, NS4 de HCV, NS5 de HCV, hepatitis A, hepatitis D, orf 2 3KD
de HEV, orf2 6 KD de HEV, HEV orf 3KD, p24 de HIV-1, gp41 de HIV-1, gp120 de HIV-I, HPV, HSV-1/2, gD de HSV-
1, gD de HSV-2, HTLV- 1/2, influenza A, H3N2 de influenza A, influenza B, Leishmania donovani, enfermedad de
Lyme, paperas, M. pneumonia, M. tuberculosis, parainfluenza 1, parainfluenza 2, parainfluenza 3, virus de polio,
RSV, Rubella, Rubeola, Estreptolisina O, Toxina del Tétanos, T. pallidum 15kD, p47 de T. pallidum, T. cruzi,
Toxoplasma, Varicella zoster.

5.9 POBLACIONES DE NANOINFORMADORES

Se describen en la presente memoria poblaciones de nanoinformadores o de unidades marcadoras de
nanoinformadores, por ejemplo genotecas de nanoinformadores o unidades marcadoras de nanoinformadores, que
contienen al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos
75, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 750, o al menos 1.000
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nanoinformadores o unidades marcadoras de nanoinformadores Unicos, respectivamente. Segun se utiliza en la
presente memoria, "Unico" cuando se utiliza en referencia a un nanoinformador o a unidades marcadoras de
nanoinformadores en una poblaciéon se quiere significar un nanoinformador o una unidad marcadora que tiene un
cadigo que lo distingue de otros nanoinformadores o unidades marcadoras en la misma poblacién.

En particular los autores de la presente invencién describen poblaciones de nanoinformadores con al menos 5.000,
al menos 10.000, al menos 20.000 o al menos 50.000 nanoinformadores o unidades marcadoras de
nanoinformadores unicos.

Los nanoinformadores de una poblacion de nanoinformadores pueden ser nanoinformadores singulares,
nanoinformadores duales, o una combinacion de los mismos. Los nanoinformadores pueden estar marcados o no
marcados.

El tamafio de una poblacién de nanoinformadores y la naturaleza de la secuencia especifica de la dianas de los
nanoinformadores en ella dependeran del uso pretendido del nanoinformador. Se pueden elaborar poblaciones de
nanoinformadores en las cuales las secuencias especificas de la diana corresponden a marcadores de un tipo
celular dado, incluyendo un tipo de célula enferma. Se pueden generar poblaciones de nanoinformadores en las
cuales las secuencias especificas de la diana representan al menos 0,1%, al menos 0,25%, al menos 0,5%, al
menos 1%, al menos 2%, al menos 3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 10%, al menos 5%, al menos 20%, al
menos 25%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, o al menos 70% de los diferentes tipos
de transcritos de una célula. Opcionalmente, se generan poblaciones de nanoinformadores en las cuales las
secuencias especificas de la diana representan al menos 0,1%, al menos 0,25%, al menos 0,5%, al menos 1%, al
menos 2%, al menos 3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%,
al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, o al menos 70% de los diferentes genes de una célula.
Opcionalmente, se generan poblaciones de nanoinformador en las cuales al menos algunas de las secuencias
especificas de la diana representan transcritos raros de una célula o tejido. Tales poblaciones de nanoinformadores
representan preferiblemente al menos 5 transcritos raros. En realizaciones especificas, tales poblaciones de
nanoinformadores representan al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 transcritos raros.

La célula o tejido puede ser una célula o tejido de mamifero, y mas preferiblemente es una célula o tejido humano.

Opcionalmente, la poblacién de nanoinformadores es una poblacion de nanoinformadores de diagnéstico o
prognéstico. Por ejemplo, se puede generar una poblaciéon de nanoinformadores de diagnéstico que sea Util para
escrutar productos sanguineos, en la que las secuencias especificas de la diana se unen a los acidos nucleicos de
virus contaminantes tales como el de la hepatitis B, el de la hepatitis C, y el virus de la inmunodeficiencia humana.
Alternativamente, la poblacién de nanoinformadores de diagndstico puede contener secuencias especificas de la
diana correspondientes a marcadores de enfermedades celulares, tales como antigenos tumorales. Las poblaciones
de nanoinformadores de progndstico incluyen generalmente marcadores especificos de la diana que representan
diferentes fases de una enfermedad dada tal como cancer. Seleccionando secuencias especificas de la diana
apropiadas, se puede utilizar una poblacién de nanoinformadores tanto para diagnosticar como para prognosticar
enfermedades.

5.10 MUESTRAS BIOMOLECULARES

Los pares de sondas de la invencion se pueden utilizar para detectar la molécula diana en cualquier muestra
biomolecular. Como apreciaran los expertos en la técnica, la muestra puede comprender cualquier numero de
objetos, incluyendo, pero no limitados a: células (incluyendo tanto células primarias como lineas celulares
cultivadas), productos lisados o extractos celulares (incluyendo pero no limitados a extractos de ARN; ARNm
purificado), tejidos y extractos tisulares (incluyendo pero no limitados a extractos de ARN; ARNm purificado); fluidos
corporales (incluyendo, pero no limitados a, sangre, orina, suero, linfa, bilis, fluido cerebroespinal, fluido intersticial,
humero vitreo y acuoso, calostro, esputo, fluido amniético, saliva, secreciones anales y vaginales, sudor y semen, un
transudado, un producto exudado (p. ej., fluido obtenido de un absceso o cualquier otro lugar de infeccién o
inflamacion) o fluido obtenido de una articulacién (p. €j., una articulacién normal o una articulaciéon afectada por una
enfermedad tal como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica) o virtualmente de cualquier organismo,
siendo particularmente preferidas las muestras de mamifero y las muestras de ser humano; muestras
medioambientales (incluyendo, pero no limitadas a, muestras de aire, agua y suelo agricolas); muestras de agentes
de conflictos bioldgicos; muestras de investigacion incluyendo fluidos extracelulares, sobrenadantes extracelulares
de cultivos celulares, cuerpos de inclusion de bacterias, compartimentos celulares, periplasma celular,
compartimentos mitocondriales, etc.

Las muestras biomoleculares pueden derivar indirectamente de especimenes bioldgicos. Por ejemplo, cuando la
molécula diana de interés es un transcrito celular, p. €j., un ARN mensajero, la muestra biomolecular de la invencion
puede ser una muestra que contiene ADNc producido mediante transcripcion inversa del ARN mensajero. En otro
ejemplo, la muestra biomolecular de la invencidon se genera sometiendo un espécimen bioldgico a fraccionamiento,
p. €j., fraccionamiento por tamafio o fraccionamiento de membrana.
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Las muestras biomoleculares de la invencion pueden ser o bien "nativas”, esto es, no sometidas a manipulacién o
tratamiento, o bien "tratadas", que pueden incluir cualquier nimero de tratamientos, incluyendo la exposicién a
agentes candidato incluyendo farmacos, ingenieria genética (p. €j. la adicidn o delecion de un gen), etc.

5.11 SEPARACION DE MONOMEROS MARCADORES

Ademas de detectar una sefial global generada a partir de un nanoinformador marcado, la invencion proporciona la
determinacién de la localizacion espacial de sefiales que emanan de los mondmeros marcadores (esto es, manchas)
en un nanoinformador, representando cada mancha la sefial agregada de los monémeros marcadores anclados a
una region de anclaje a la marca dada. Una mancha puede contener sefiales de la misma longitud de onda o de
diferentes longitudes de onda. De este modo, la naturaleza de las manchas en un nanoinformador y su localizacion
constituyen el cédigo del nanoinformador.

Se puede utilizar cualquiera de una variedad de métodos utilizados para "estirar" el nanoinformador para separar las
manchas individuales. Por ejemplo, se puede estirar un nanoinformador utilizando una técnica de estiramiento por
flujo (Henegariu et al, 2001, Biotechniques 31:246-50), una técnica de menisco en retraccion (Yokota et al., 1997,
Nuc. Acids Res. 25:1064-1070) o una técnica de electroestiramiento (Matsuura et al, 2001, Nuc. Acids Res. 29:
E79).

El uso de las técnicas de estiramiento por flujo, menisco en retraccion, o electroestiramiento permite la separacion
de las regiones de anclaje a la marca dentro de un nanoinformador de manera que se pueda determinar
espacialmente cuando una sefial concreta esta situada en el nanoinformador. Por lo tanto, los nanoinformadores
unicos que tienen la misma combinaciéon de mondmeros marcadores y la misma sefal global se pueden diferenciar
de otros basados en la localizacion de esos mondémeros marcadores dentro del nanoinformador.

Esta capacidad para localizar la posicion de una region de anclaje a la marca o mancha dentro de un
nanoinformador permite utilizar la posicién de la sefial o las sefiales emitidas por los monémeros marcadores de
cada region de anclaje a la marca como una caracteristica distintiva cuando genera un conjunto de
nanoinformadores unicos. Por consiguiente, se puede generar un conjunto complejo de nanoinformadores utilizando
la misma combinacion de mondémeros marcadores de partida variando las posiciones de los mondémeros marcadores
dentro de un nanoinformador.

Antes de estirar un nanoinformador, es preferible inmovilizar el nanoinformador en una superficie sélida utilizando
una etiqueta de afinidad, como se describe en la Seccién 5.6 mas arriba.

En ciertos aspectos de la invencién, un extremo del nanoinformador es inmovilizado, por medio de una unién
especifica o no especifica en una superficie solida, el nanoinformador es estirado, y después el otro extremo del
informador es inmovilizado, también por medio de una unién especifica o no especifica en una superficie sélida. Por
consiguiente, el nanoinformador es "congelado" en su estado estirado, o extendido, para facilitar la resolucion del
cédigo del nanoinformador detectando y/o formando imagenes de las sefiales emitidas por los mondmeros
marcadores anclados a un nanoinformador y sus localizaciones relativas entre si. Estos aspectos de la invencion se
describen mas abajo en la Seccion 5.12.

5.12 INMOVILIZACION DE LOS NANOINFORMADORES ESTIRADOS

Los autores de la presente invenciéon describen en la presente memoria métodos y composiciones que facilitan la
identificacion de las estructuras primarias de una variedad de nanoinformadores. En particular los autores de la
presente invencién describen métodos para la inmovilizacidn selectiva de nanoinformadores en un estado extendido.
En la presente invencion, se puede inmovilizar selectivamente un nanoinformador mientras se utiliza totalmente
extendido bajo cualquier fuerza para su extensiéon. Ademas, los métodos facilitan la inmovilizacion selectiva de los
nanoinformadores extendidos que estan orientados con respecto al otro. En otras palabras, se pueden inmovilizar
facilmente una pluralidad de nanoinformadores en la misma orientacién con respecto al otro.

En primer lugar los autores de la presente invencion describen métodos para inmovilizar selectivamente un
nanoinformador en un estado extendido. Para los métodos, generalmente, una primera porcién del nanoinformador
es inmovilizado mediante cualquier mecanismo conocido por los expertos en la técnica. En efecto, la técnica para
inmovilizar la primera porcion del nanoinformador no es critica. En ciertos métodos, la primera porcién del
nanoinformador puede ser inmovilizada selectivamente o no selectivamente. En ciertos métodos la primera porcion
es inmovilizada por medio de uno o mas enlaces covalentes. En ciertos métodos, la primera porcién es inmovilizada
por uno o mas enlaces no covalentes. En las siguientes secciones se describen primeras porciones inmovilizadas
ilustrativas.

Con una primera porciéon inmovilizada, se puede extender el nanoinformador mediante cualquier técnica para
extender un nanoinformador evidente para los expertos en la técnica. En ciertos métodos, la técnica para extender el
nanoinformador no es critica para los métodos de la invencién. En ciertos métodos, el mecanismo para extender el
nanoinformador es apropiada para la clase de nanoinformador de acuerdo con el criterio de un experto en la técnica.
En ciertos métodos, el nanoinformador es extendido mediante la aplicacién de una fuerza capaz de extender el
nanoinformador. La fuerza puede ser cualquier fuerza evidente para un para un experto en la técnica para extender
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el nanoinformador. Las fuerzas ilustrativas incluyen la gravedad, la fuerza hidrodinamica, la fuerza electromagnética
y sus combinaciones. Las técnicas especificas para extender el nanoinformador se describen en las secciones de
mas abajo.

El nanoinformador esta en un estado extendido i es reconocido como extendido por un experto en la técnica. En
ciertos métodos, el nanoinformador esta en un estado extendido cuando esta en el campo de una fuerza capaz de
extender el nanoinformador. En ciertos métodos, el nanoinformador estd en un estado extendido cuando su radio
hidrodinamico medio es mas del doble del radio hidrodinamico medio del nanoinformador en su estado nativo como
reconocen los expertos en la técnica.

Los métodos comprenden generalmente la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcion del
nanoinformador mientras esta en estado extendido. Esto puede dar como resultado un nanoinformador inmovilizado
que esta extendido entre la primera y la segunda porcion. Sorprendentemente, puesto que el nanoinformador es
inmovilizado selectivamente mientras estd extendido, esa extensidon se puede conservar en el nanoinformador
inmovilizado. Generalmente, la primera porcion y la segunda porcién del nanoinformador no son la misma.

La inmovilizacion selectiva puede realizarse de acuerdo con cualquier técnica para la inmovilizacion selectiva de una
porcion de un nanoinformador evidente para los expertos en la técnica. La inmovilizacion selectiva se puede realizar,
por ejemplo, por medio de la formacién de uno o mas enlaces covalentes o uno o mas enlaces no covalentes, o
ambos. Los ejemplos concretos de las técnicas de inmovilizacion selectivas se describen en las secciones de mas
abajo. En métodos concretos, se utilizan uno o mas pares de unién para inmovilizar la segunda porcion del
nanoinformador.

La segunda porciéon puede ser inmovilizada sobre cualquier sustrato evidente para los expertos en la técnica. El
sustrato puede ser cualquier sustrato que se considere que es Util para la inmovilizacion conocido por los expertos
en la técnica. En algunos métodos, la segunda porcion puede ser inmovilizada con otra molécula. Los sustratos
utiles adicionales incluyen superficies, membranas, cuentas, materiales porosos, electrodos, matrices y otros
sustratos evidentes para los expertos en la técnica.

En segundo lugar, los autores de la presente invencion describen una composicion que comprende un
nanoinformador extendido, inmovilizado selectivamente. Las composiciones generalmente comprenden un sustrato y
un nanoinformador extendido inmovilizado selectivamente sobre el sustrato. El sustrato puede ser cualquier sustrato
conocido por los expertos en la técnica. Los sustratos ilustrativos incluyen aquellos descritos en las secciones de
mas abajo. Al menos dos porciones del nanoinformador son inmovilizadas sobre el sustrato, y el nanoinformador
estd en estado extendido entre las dos porciones. En ciertas composiciones, al menos una porcion del
nanoinformador es inmovilizada selectivamente sobre el sustrato. En ciertas composiciones, dos 0 mas porciones
del nanoinformador se inmovilizan selectivamente sobre el sustrato. El nanoinformador puede ser extendido y/o
inmovilizado mediante cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica, incluyendo particularmente los
métodos descritos en la presente memoria.

En tercer lugar, los autores de la presente invencion describen métodos para inmovilizar selectivamente un
nanoinformador en un estado orientado. El nanoinformador puede ser cualquier nanoinformador descrito mas arriba.
En algunos métodos, el nanoinformador puede ser flexible, o en ciertas realizaciones el nanoinformador puede ser
rigido o semirrigido. Para estos métodos, generalmente, se inmoviliza una primera porcién del nanoinformador como
se ha descrito antes. Con una primera porcién inmovilizada, el nanoinformador puede ser orientado mediante
cualquier mecanismo para extender un nanoinformador evidente para los expertos en la técnica. En algunos
métodos, el mecanismo para orientar el nanoinformador no es critico. En algunos métodos, el mecanismo para
orientar el nanoinformador es apropiado para la clase de nanoinformador de acuerdo con el criterio del experto en la
técnica. En algunos métodos, el nanoinformador se orienta mediante la aplicacion de una fuerza capaz de orientar el
nanoinformador. La fuerza puede ser cualquier fuerza evidente para un experto en la técnica para orientar el
nanoinformador. Las fuerzas ilustrativas incluyen gravedad, fuerza hidrodinamica, fuerza electromagnética y sus
combinaciones. Las técnicas especificas para extender el nanoinformador se describen en las subsecciones de mas
abajo.

El nanoinformador esté en estado orientado si fuera reconocido como orientado por un experto en la técnica. Por
ejemplo, el nanoinformador esta en estado orientado cuando esta en un campo de fuerza capaz de orientar el
nanoinformador. Alternativamente, el nanoinformador esta en estado orientado cuando sus extremos se disponen en
paralelo, como reconocen los expertos en la técnica, con un campo de fuerza capaz de orientar el nanoinformador.
Adicionalmente, una pluralidad de nanoinformadores esta en estado orientado cuando los extremos de los
nanoinformadores se disponen en paralelo, como reconocen los expertos en la técnica.

Los métodos comprenden generalmente la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcién del
nanoinformador mientras estd en un estado orientado. Esto puede dar como resultado un nanoinformador
inmovilizado que esta orientado entre la primera y la segunda porciones. Sorprendentemente, puesto que el
nanoinformador esta inmovilizado selectivamente mientras esta extendido, se puede conservar esa orientacion en el
nanoinformador inmovilizado. La inmovilizacion selectiva se puede realizar de acuerdo con los métodos descritos
mas arriba.
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Asimismo se describe en la presente memoria una composicién que comprende un nanoinformador orientado,
inmovilizado selectivamente. Las composiciones comprenden generalmente un sustrato y un nanoinformador
orientado selectivamente, inmovilizado sobre el sustrato. El sustrato puede ser cualquier sustrato conocido por los
expertos en la técnica. Los sustratos ilustrativos incluyen aquellos descritos en las secciones de mas abajo. Al
menos dos porciones del nanoinformador son inmovilizadas sobre el sustrato, y el nanoinformador esta en un estado
orientado entre las dos porciones. En ciertas composiciones, al menos, una porcion del nanoinformador esta
inmovilizada selectivamente sobre el sustrato. En ciertas composiciones, ambas porciones del nanoinformador son
inmovilizadas selectivamente sobre el sustrato. El nanoinformador puede estar orientado y/o inmovilizado mediante
cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica, incluyendo concretamente los métodos ilustrados en la
presente memoria.

Los métodos y composiciones se pueden utilizar para cualquier propésito evidente para los expertos en la técnica.
Por ejemplo, se puede utilizar el nanoinformador extendido y/u orientado inmovilizado como una marca para un
sustrato sobre el cual esta inmovilizado el nanoinformador. La secuencia primaria del nanoinformador extendido y/u
orientado inmovilizado puede ser identificada mediante cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica.
Ventajosamente, la inmovilizacion del nanoinformador extendido y/u orientado puede facilitar tales técnicas.
Opcionalmente, el nanoinformador extendido y/u orientado inmovilizado se puede utilizar para guiar la fabricacion de
nanotrayectorias, por ejemplo para crear nanocables o nanocircuitos. Los usos adicionales para los
nanoinformadores extendidos y/u orientados inmovilizados se describen en las secciones de mas abajo.

Todos los términos utilizados en la presente memoria tienen sus significados habituales para los expertos en la
técnica a menos que se indique de otro modo. Los siguientes términos tendran los siguientes significados.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "par de unién" hace referencia a una primera y una segunda
moléculas o radicales que son capaces de unirse selectivamente entre si, esto es, de unirse entre si con una
afinidad mayor que los otros componentes de una composicion. La unién entre los miembros del par de union puede
ser covalente o no covalente. En ciertas realizaciones, la unién es no covalente. Los pares de unién ilustrativos
incluyen pares de unién inmunoldgicos (p. €j., cualquier compuesto hapténico o antigénico combinado con el
correspondiente anticuerpo o porcion de union o fragmento del mismo, por ejemplo digoxigenina y anti-digoxigenina,
fluoresceina y anti-fluoresceina, dinitrofenol y anti-dinitrofenol, bromodesoxiuridina y anti-bromodesoxiuridina,
inmunoglobulina de ratén e inmunoglobulina anti-ratén de cabra) y pares de unién no inmunoldgicos (p. €j., biotina-
avidina, biotina-estreptavidina, hormona-proteina de unién a hormona, receptor-ligando del receptor (p. €j., receptor
de acetilcolina-acetilcolina o un analogo del mismo), IgG-proteina A, lectina-carbohidrato, enzima-cofactor de
enzima, enzima-inhibidor de enzima, pares de polinucleétidos complementarios capaces de formar duplex de acidos
nucleicos, y similares). Por ejemplo, los miembros de uniéon inmunorreactivos pueden incluir antigenos, haptenos,
aptameros, anticuerpos (primarios o secundarios), y complejos de los mismos, incluyendo aquellos formados por
medio de métodos de ADN recombinante o sintesis peptidica. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o
policlonal, una proteina recombinante o una o varias mezclas o fragmentos de los mismos asi como una mezcla de
un anticuerpo y otros miembros de unién. Otros pares de unidon comunes incluyen, pero no estan limitados a, biotina
y avidina (o sus derivados), biotina y estreptavidina, carbohidratos y lectinas, secuencias de nucleétidos
complementarias (incluyendo sondas y secuencias de acidos nucleicos de captura), secuencias peptidicas
complementarias incluyendo aquellas formadas mediante métodos recombinantes, moléculas efectoras y
receptoras, hormonas y proteinas de uniéon a hormonas, cofactores de enzimas y enzimas, inhibidores de enzimas y
enzimas, etcétera.

"Unién selectiva" hace referencia a cualquier union preferente de un par de moléculas o radicales entre si con
respecto a otras moléculas o radicales en una composicidn que seria reconocida por un experto en la técnica.
Opcionalmente, un par de moléculas o radicales se une selectivamente cuando se unen preferentemente entre si en
comparacién con otras moléculas o radicales. La union selectiva puede incluir afinidad o avidez, o ambas, de una
molécula o un radical por otra molécula o radical. Opcionalmente, la unién selectiva requiere una constante de
disociacion (Kp) de menos de alrededor de 1x10° M o menos de alrededor de 1x107® M, 1x107 M, 1x10°® M, 1x10°°
M, o 1x107"° M. Por el contrario, la unién no selectiva tiene opcionalmente una afinidad significativamente menor, por
ejemplo, una KD mayor de 1x10° M.

"Estado extendido" hace referencia a un nanoinformador en un estado que seria reconocido como extendido por un
experto en la técnica. Un nanoinformador puede estar en un estado extendido cuando esta extendido con respecto a
su conformacién nativa en solucién. Un nanoinformador puede estar en estado extendido cuando esta en un campo
de fuerza capaz de extender el nanoinformador. Un estado extendido de un nanoinformador puede ser determinado
cuantitativamente, de manera que, los expertos en la técnica reconoceran R como el vector de extremo a extremo
del nanoinformador, esto es, la distancia entre los dos extremos del nanoinformador, y <R> como el vector de
extremo a extremo medio de manera que 95% de R estara dentro de 2<R> en una solucién considerada apropiada
por un experto en la técnica. Las soluciones ilustrativas incluyen, por ejemplo, una solucién diluida del
nanoinformador en agua o en un tampon de pH. Opcionalmente, un nanoinformador esta en un estado extendido
cuando R es mayor de 2,0<R>.

"Estado orientado” hace referencia a un nanoinformador en un estado que seria reconocido como orientado por un
experto en la técnica. Un nanoinformador puede estar en un estado orientado cuando esta orientado con respecto a
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su conformacion nativa en solucion. El nanoinformador puede estar orientado cuando esta dispuesto en paralelo con
el campo de fuerza capaz de orientar el nanoinformador. El nanoinformador puede estar orientado cuando es uno de
una pluralidad de nanoinformadores que estan dispuestos en paralelo, como reconocen los expertos en la técnica.

5.12.1 METODOS DE INMOVILIZACION SELECTIVA

Como se ha descrito mas arriba, los autores de la presente invencién describen métodos para la inmovilizacion
selectiva de un nanoinformador en un estado extendido. El nanoinformador, una vez inmovilizado selectivamente,
puede ser utilizado para cualquier proposito evidente para los expertos en la técnica.

El nanoinformador puede ser cualquier polimero conocido para los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
nanoinformador puede ser un polisacarido, un polipéptido o un polinucleétido. Los polinucleétidos utiles incluyen
acidos ribonucleicos, acidos desoxirribonucleicos y otros polinucleétidos conocidos por los expertos en la técnica.

El nanoinformador puede tener cualquier tamafio que sea suficiente para permitir la extension y la inmovilizacion del
nanoinformador de acuerdo con los métodos de la invenciéon. En ciertas realizaciones cuando el nanoinformador es
un polinucleétido, el nanoinformador puede tener una longitud de mas de 500 pb, mas de 750 pb, mas de 1 kb, mas
de 1,5 kb, mas de 2,0 kb, mas de 2,5 kb, mas de 3,0 kb, mas de 4,0 kb o mas de 5,0 kb. En ciertas realizaciones,
cuando el nanoinformador es un polipéptido, el nanoinformador puede tener un tamafio de mas de 50 aminoacidos,
mas de 100 aminoacidos, mas de 200 aminoacidos, mas de 300 aminoacidos, mas de 400 aminoacidos, mas de 500
aminoacidos, mas de 750 aminoacidos, mas de 1000 aminoacidos, mas de 1500 aminoacidos, mas de 2000
aminoacidos, mas de 2500 aminoacidos, mas de 3000 aminoacidos, mas de 4000 aminoacidos o mas de 5000
aminoacidos. En ciertas realizaciones, cuando el nanoinformador es un polisacarido, el nanoinformador puede tener
un tamafo de mas de 50 sacaridos, mas de 100 sacaridos, mas de 200 sacaridos, mas de 300 sacaridos, mas de
400 sacaridos, mas de 500 sacaridos, mas de 750 sacaridos, mas de 1000 sacaridos, mas de 1500 sacaridos, mas
de 2000 sacaridos, mas de 2500 sacaridos, mas de 3000 sacaridos, mas de 4000 sacaridos o mas de 5000
sacaridos.

El nanoinformador puede ser un nanoinformador nativo como entienden los expertos en la técnica, o el
nanoinformador puede ser un nanoinformador no nativo. Cuando el nanoinformador es un polipéptido, el
nanoinformador puede comprender solamente aminoacidos de origen natural, o el nanoinformador puede
comprender aminoacidos de origen natural y aminoacidos de origen no natural. Los demas aminoacidos pueden ser
cualquier aminoacido, o derivado o analogo de los mismos, conocidos por los expertos en la técnica. Cuando el
nanoinformador es un polinucleétido, el polinucleétido puede comprender solamente nucleétidos de origen natural, o
el polinucledtido puede comprender nucleétidos de origen natural y nucleétidos de origen no natural. Cuando el
nanoinformador es un polisacarido, el polisacarido puede comprender solamente sacaridos de origen natural, o el
polisacarido puede comprender sacaridos de origen natural y sacéaridos de origen no natural. Los polimeros pueden
comprender solamente mondmeros no naturales. El nanoinformador puede comprender una pluralidad de clases de
monodmeros, tales como aminoacidos, nucleotidos y/o sacaridos.

Opcionalmente, el nanoinformador comprende solamente una cadena de mondmeros conectada covalentemente,
primaria. Por ejemplo. Cuando el nanoinformador es un polipéptido, en ciertas realizaciones, el nanoinformador
comprende solamente una cadena de aminoacidos primaria. Cuando el nanoinformador es un polinucleétido, el
nanoinformador puede ser de hebra sencilla. El nanoinformador puede comprender dos cadenas de mondmeros
conectadas covalentemente, primarias. Por ejemplo, cuando el nanoinformador es un polipéptido, el nanoinformador
puede comprender dos cadenas de aminoacidos primarias. Cuando el nanoinformador es un polinucleétido, el
nanoinformador puede comprender dos hebras de polinucledtidos; el nanoinformador puede ser de doble hebra, en
parte o en su totalidad. Adicionalmente, el nanoinformador puede comprender tres 0 mas cadenas de mondmeros
conectadas covalentemente, primarias. Por ejemplo, cuando el nanoinformador es un polipéptido, el nanoinformador
comprende opcionalmente tres cadenas de aminoacidos primarias. Cuando el nanoinformador es un polinucleétido,
el nanoinformador comprende opcionalmente tres hebras de polinucleétidos. Por ejemplo, el nanoinformador puede
comprender tres hebras F1, X y F2 donde una porcién de la hebra X es complementaria a la hebra F1 y una porcion
de la hebra X es complementaria a la hebra F2. Se ilustra un ejemplo en la Figura 13A. Opcionalmente, el
nanoinformador comprende mas de tres cadenas de monémeros conectadas covalentemente, primarias.

Ventajosamente, un nanoinformador puede comprender una o mas marcas que facilitan la deteccion, formacion de
imagen o identificacion del nanoinformador mediante mecanismos conocidos por los expertos en la técnica. La
marca puede ser cualquier radical detectable conocido por los expertos en la técnica. Las marcas ilustrativas para
los nanoinformadores incluyen isétopos detectables, radioisétopos, fluoréforos, colorantes, enzimas, ligandos,
receptores, antigenos, anticuerpos, lectinas, carbohidratos, secuencias de nucledtidos, y cualquier otra marca
detectable evidente para los expertos en la técnica.

Un polinucledtido es opcionalmente un polimero de bases nucleotidicas naturales (p. gj. A, G, C, T, U) o sintéticas, o
una combinacién de ambas. El esqueleto del polinucleétido puede estar compuesto enteramente por enlaces
fosfodiéster "nativos", o puede contener uno o mas enlaces modificados, tales como uno o mas enlaces
fosforotioato, fosforoditioato, fosforamidato u otros enlaces modificados. Como ejemplo especifico, un polinucleétido
puede ser un acido péptidonucleico (PNA), que contiene interenlaces amida. Los ejemplos adicionales de las bases
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sintéticas y cadenas principales que se pueden utilizar junto con la invencion, asi como los métodos para su sintesis,
se pueden encontrar, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.001.983; Uhlman & Peyman, 1990,
Chemical Review 90(4):544 584; Goodchild, 1990, Bioconjugate Chem. 1(3):165 186; Egholm et al., 1992, J. Am.
Chem. Soc. 114:1895 1897; Gryaznov et al., J. Am. Chem. Soc. 116:3143 3144, asi como las referencias citadas en
todas las anteriores. Las bases nucleotidicas sintéticas comunes de las cuales pueden estar compuestos los
polinucledtidos incluyen 3-metiluracilo, 5,6-dihidrouracilo, 4 tiouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo,
6-dimetilaminopurina, 6-metilaminopurina, 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 6-amino-8-bromopurina, inosina, 5-
metilcitosina, 7-desazaadenina, y 7-desazaguanosina. Los ejemplos no limitantes adicionales de las bases
nucleotidicas sintéticas de las cuales pueden estar compuestos el acido nucleico diana se pueden encontrar en
Fasman, CRC Practical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, 1985, pags. 385-392; Beilstein's
Handbuch der Organischen Chemie, Springer Verlag, Berlin y Chemical Abstracts, todos los cuales proporcionan
referencias a publicaciones que describen las estructuras, propiedades y preparacién de tales nucleobases.

El nanoinformador se puede preparar de acuerdo con cualquier mecanismo evidente para los expertos en la técnica.
Ventajosamente, los nanoinformadores de acuerdo con la invencion pueden comprender marcas y/o miembros de
pares de union, como se describe en las secciones de mas abajo, que se pueden utilizar para facilitar la preparacion
y/o purificacién del nanoinformador. Ademas, ciertos nanoinformadores de la invencidon son capaces de formar
complejos con moléculas que comprenden miembros de los pares de union, como se describe mas abajo. Estos
complejos se pueden utilizar para facilitar la preparacion y/o la purificacion del nanoinformador o complejo.

5.12.2 INMOVILIZACION DE LA PRIMERA PORCION

En los métodos de la invencion, se inmoviliza una primera porcion del nanoinformador. Generalmente, la primera
porcion esta inmovilizada si puede ser reconocida como inmovilizada por un experto en la técnica. La primera
porcion puede ser inmovilizada mediante cualquier mecanismo evidente para los expertos en la técnica. En ciertas
realizaciones, la técnica para la inmovilizacién de la primera porcion del nanoinformador no es critica para los
métodos de la invencion.

La primera porcion del nanoinformador puede estar en cualquier localizacion del nanoinformador. En ciertas
realizaciones, la primera porcidn esta en un extremo del nanoinformador. Para los fines de la invencion y de esta
descripcién en general, una porcién de un nanoinformador puede estar en "un extremo" cuando hay menos de cinco,
tres, dos, uno o cero mondémeros desde un extremo del nanoinformador. Por supuesto, aunque muchos
nanoinformadores tienen dos extremos, los métodos descritos en la presente memoria son aplicables a
nanoinformadores que tienen mas de dos extremos y a nanoinformadores que tienen uno o cero extremos, p. €.
nanoinformadores circulares. La primera porciéon no esta necesariamente en un extremo del nanoinformador.

El nanoinformador puede ser inmovilizado sobre cualquier sustrato evidente para los expertos en la técnica. El
sustrato puede ser cualquier radical al cual puede ser inmovilizado el nanoinformador sin limitacion. Opcionalmente,
el sustrato es una superficie, membrana, cuenta, material poroso, electrodo o matriz.

En algunos ejemplos, la primera porcién del nanoinformador puede ser inmovilizada no selectivamente. En ejemplos
adicionales, la primera porcién del nanoinformador puede ser inmovilizada selectivamente. En ejemplos ventajosos,
después de inmovilizar la primera porcion del nanoinformador, alguna porcién del nanoinformador debe estar libre
para moverse suficientemente de manera que el nanoinformador pueda ser extendido en las siguientes etapas del
método. En particular, en ciertas realizaciones, cuando la primera porcién del nanoinformador es inmovilizada no
selectivamente, es importante que no todo el nanoinformador sea inmovilizado no selectivamente hasta un punto
que evite la extension de cualquier porcion del nanoinformador.

La inmovilizacion puede ser por medio de cualquier interaccion con el sustrato evidente para los expertos en la
técnica. La inmovilizaciéon puede ser por medio de una interaccién electrostatica o iénica, por medio de uno o mas
enlaces covalentes, por medio de uno o mas enlaces no covalentes o combinaciones de los mismos. En ciertos
casos, la inmovilizacion puede ser por medio de una interaccion electrostatica con un electrodo. En otros casos, la
inmovilizacion es por medio de una interaccion electrostatica con un sustrato distinto de un electrodo.

Opcionalmente, la primera porcién del nanoinformador comprende un primer miembro de un par de unién. El primer
miembro del par de union puede estar unido covalentemente a la primera porcion del nanoinformador, o pueden no
estar unidos covalentemente. Los enlaces covalentes y los enlaces no covalentes Utiles seran evidentes para los
expertos en la técnica. Provechosamente, el sustrato sobre el que esta unida la primera porcién del nanoinformador
comprendera un segundo miembro del par de unién. El sustrato puede estar unido covalentemente al segundo
miembro, o pueden estar unidos no covalentemente. La Figura 12A ilustra un nanoinformador que comprende un
radical F1 que es capaz de unirse selectivamente a un radical del sustrato. El radical F1 puede ser, por ejemplo,
biotina, susceptible de unién, por ejemplo, a un sustrato recubierto con avidina.

Opcionalmente, la primera porcién del nanoinformador puede comprender un miembro de un par de unién que es
capaz de unirse a un miembro de un par de unidn sobre el sustrato para formar uno o0 mas enlaces no covalentes.
Los sustratos utiles ilustrativos incluyen aquellos que comprenden un radical de unién seleccionado del grupo que
consiste en ligandos, antigenos, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas, y anticuerpos. La primera
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porcion del nanoinformador comprenderia un radical de unién capaz de unirse con el radical de union del sustrato.
Los sustratos utiles ilustrativos que comprenden radicales reactivos incluyen, pero no estan limitados a, superficies
que comprenden epoxi, aldehido, oro, hidrazida, sulfhidrilo, éster de NHS, amina, tiol, carboxilato, maleimida,
hidroximetilfosfina, imidoéster, isocianato, hidroxilo, éster pentafluorofenilico, psoraleno, disulfuro de piridilo o
vinilsulfona, o mezclas de los mismos. Tales superficies se pueden obtener de fuentes comerciales o se pueden
preparar de acuerdo con las técnicas convencionales.

Ventajosamente, la primera porcién del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre el sustrato por medio de un
par de union de avidina-biotina. Opcionalmente, el nanoinformador puede comprender un radical de biotina en su
primera porcion. Por ejemplo, un polinucledtido nanoinformador puede comprender un residuo de nucledtido
biotinilado. De un modo similar, un nanoinformador polipeptidico puede comprender un residuo de aminoacido
biotinilado. El sustrato que comprende avidina puede ser cualquier sustrato que comprenda avidina conocido por los
expertos en la técnica. Los sustratos utiles que comprenden avidina estan disponibles en el mercado incluyendo
TB0200 (Accelr8), SAD6, SAD20, SADIOO, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-It), portaobjetos con
estreptavidina (num. catalogo MPC 000, Xenopore) y STREPT AVIDINnslide (nim. de catalogo 439003, Greiner Bio-
one).

La primera porciéon del nanoinformador puede comprender una secuencia de nucleétidos que es capaz de unirse
selectivamente a una secuencia de nucleétidos sobre el sustrato.

La primera porcién del nanoinformador puede comprender avidina, y el sustrato puede comprender biotina. Los
sustratos utiles que comprenden biotina se encuentran disponibles en el mercado incluyendo Optiarray-biotin
(Accler8), BD6, BD20, BDIOO, BD.500 y BD2000 (Xantec).

La primera porcién del nanoinformador puede ser capaz de formar un complejo con una o mas moléculas distintas
que, a su vez, son capaces de unirse, covalentemente o no covalentemente, a un radical de unién del sustrato. Por
ejemplo, una primera porcién del nanoinformador puede ser capaz de unirse selectivamente a otra molécula que
comprende, por ejemplo, un radical de biotina que es capaz de unirse selectivamente, por ejemplo, a un radical de
avidina del sustrato. La Figura 13A ilustra un nanoinformador que es capaz de unirse selectivamente a una segunda
molécula X que es capaz de unirse selectivamente a una tercera molécula que comprende F1. F1 es capaz de
unirse selectivamente a un radical sobre el sustrato. La Figura 13B ilustra un nanoinformador que es capaz de unirse
selectivamente a una segunda molécula que comprende F1, y F1 es capaz de unirse selectivamente a un radical
sobre el sustrato.

La primera porcién del nanoinformador puede comprender un miembro de un par de unién que es capaz de
reaccionar con un miembro de un par de union sobre el sustrato para formar uno o mas enlaces covalentes. Los
sustratos utiles ilustrativos que comprenden grupos reactivos incluyen aquellos que comprenden un radical reactivo
seleccionado del grupo que consiste en succinamidas, aminas, aldehidos, epoxis y tioles. La primera porcion del
nanoinformador comprenderia un radical reactivo capaz de reaccionar con el radical reactivo del sustrato. Los
sustratos utiles ilustrativos que comprenden radicales reactivos incluyen, pero no estan limitados a, OptArray-DNA
NHS group (Accler8), Nexterion Slide AL (Schott) y Nexterion Slide E (Schott).

La primera porcién del nanoinformador puede comprender un radical reactivo que es capaz de estar unido al
sustrato por medio de fotoactivacion. El sustrato podria comprender el radical fotorreactivo, o la primera porciéon del
nanoinformador podria comprender el radical fotorreactivo. Algunos ejemplos de radicales fotorreactivos incluyen
arilazidas, tales como N-((2-piridilditio)etil)-4-azidosalicilamida; arilazidas fluoradas, tales como acido 4-azido-2,3,5,6-
tetrafluorobenzoico; reactivos basados en benzofenona, tales como el éster de succinimidilo de acido 4-
benzoilbenzoico; y 5-Bromo-desoxiuridina.

La primera porcion del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre el sustrato por medio de otros pares de union
evidentes para los expertos en la técnica.

5.12.3 EXTENSION DEL NANOINFORMADOR

En algunos métodos de la invencion, los nanoinformadores que comprenden el par de sondas estan en un estado
extendido.

Generalmente, cualquier nanoinformador esta en un estado extendido si fuera reconocido como tal por un experto
en la técnica.

En ciertas realizaciones, el nanoinformador esta en un estado extendido cuando esta en un campo de fuerza capaz
de extender el nanoinformador en condiciones adecuadas para extender el nanoinformador. Tales fuerzas y
condiciones deben ser evidentes para los expertos en la técnica. Por ejemplo, muchos nanoinformadores pueden
ser extendidos por medio de una fuerza hidrodinamica o de la gravedad, y muchos nanoinformadores cargados
pueden ser extendidos por medio de una fuerza electromagnética. En ciertas realizaciones, la fuerza se puede
aplicar al nanoinformador indirectamente. Por ejemplo, el nanoinformador puede comprender o puede estar unido,
covalentemente o no covalentemente, a un radical capaz de ser movido por una fuerza. En ciertas realizaciones, el
nanoinformador puede estar conectado a un radical.
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En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza electromagnética. Por ejemplo, cuando el nanoinformador esta
cargado, tal como un polinucledétido, el nanoinformador puede ser extendido en un campo eléctrico o magnético. El
campo debe ser suficientemente fuerte para extender el nanoinformador de acuerdo con el criterio de un experto en
la técnica. Las técnicas ilustrativas para extender un nanoinformador en un campo eléctrico o magnético son
descritas por Matsuura et al., 2002, J Biomol Struct Dyn. 20(3):429-36; Ferree & Blanch, 2003, Biophys J.
85(4):2539-46; Stigter & Bustamante, 1998, Biophys J. 1998 75(3):1197-210; Matsuura et al., 2001, Nucleic Acids
Res. 29(16); Ferree & Blanch, 2004, Biophys J. 87(1):468-75; cuyos contenidos se incorporan a la presente como
referencia en su totalidad.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza hidrodinamica. Por ejemplo, muchos nanoinformadores, incluyendo
polisacaridos, polipéptidos, y polinucledtidos, pueden ser extendidos en un campo de un fluido en movimiento. La
fuerza hidrodinamica debe ser suficientemente fuerte para extender el nanoinformador de acuerdo con el criterio de
un experto en la técnica. Las técnicas ilustrativas para extender un nanoinformador en un campo hidrodinamico son
descritas por Bensimon et al., 1994, en Science 265:2096-2098; Henegariu et al., 2001, en BioTechniques 31: 246-
250; Kraus et al., 1997, en Human Genetics 99:374 - 380; Michalet et al., 1997, en Science 277:1518-1523; Yokota
et al.,, 1997, en Nucleic Acids Res. 25(5):1064-70; Otobe et al., 2001, en Nucleic Acids Research 29:109;
Zimmerman & Cox, 1994, en Nucleic Acids Res. 22(3):492-7, y en las Patentes de los Estados Unidos Nums.
6.548.255; 6.344.319; 6.303.296; 6.265.153; 6.225.055; 6.054.327; y 5.840.862, cuyos contenidos se incorporan a la
presente como referencia en su totalidad.

En ciertas realizaciones, la fuerza es la gravedad. En realizaciones ventajosas, la fuerza de gravedad se puede
combinar, por ejemplo, con la fuerza hidrodinamica para extender el nanoinformador. En ciertas realizaciones, la
fuerza debe ser suficientemente fuerte para extender el nanoinformador de acuerdo con el criterio de un experto en
la técnica. Las técnicas ilustrativas para extender un nanoinformador con la gravedad son descritas por Michalet et
al, 1997, en Science 277:1518-1523; Yokota et al., 1997', en Nucleic Acids Res. 25(5); 1064-70; Kraus et al., 1997,
en Human Genetics 99:374 - 380.

En realizaciones concretas, la fuerza se aplica por medio de un menisco en movimiento. Los expertos en la técnica
reconoceran que un menisco en movimiento puede aplicar varias fuerzas a un nanoinformador incluyendo una
fuerza hidrodinamica, una tension superficial y cualquier otra fuerza reconocida por los expertos en la técnica. El
menisco se puede mover mediante cualquier mecanismo evidente para los expertos en la técnica incluyendo
evaporacién y gravedad Los mecanismos ilustrativos para extender un nanoinformador con un menisco en
movimiento se describen, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nums. 6.548.255; 6.344.319;
6.303.296; 6.265.153; 6.225.055; 6.054.327; y 5.840.862.

En realizaciones concretas, el nanoinformador se puede extender por medio de una trampa 6ptica o de pinzas
Opticas. Por ejemplo, el nanoinformador puede comprender o estar conectado, covalentemente o no
covalentemente, a una particula capaz de ser atrapada o movida por medio de una fuente apropiada de fuerza
Optica. Las técnicas utiles para mover articulos con trampas épticas o pinzas 6pticas son descritas por Ashkin et al,
1986, en Optics Letters 11:288-290; Ashkin et al, 1987, en Science 235:1517-1520; Ashkin et al, en Nature 330:769-
771; Perkins et al, 1994, en Science 264:822-826; Simmons et al, 1996, en Biophysical Journal 70:1813-1S22; Block
et al., 1990, en Nature 348:348 - 352; y Grier, 2003, en Nature 424: 810-816.

En ciertas realizaciones, el nanoinformador se puede extender mediante combinaciones de las fuerzas anteriores
que son evidentes para los expertos en la técnica. En los ejemplos, mas abajo, ciertos nanoinformadores se estiran
por medio de una combinacién de un campo eléctrico y una fuerza hidrodinamica.

El nanoinformador esta extendido cuando sea reconocido como extendido por un experto en la técnica de acuerdo
con el criterio convencional para la extensién de un nanoinformador. En ciertas realizaciones, el nanoinformador esta
extendido cuando pierde la mayor parte de los rasgos de su estructura terciaria segun reconocen los expertos en la
técnica. En ciertas realizaciones, el nanoinformador esta extendido cuando pierde la mayor parte de los rasgos de su
estructura secundaria segun reconocen los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, el nanoinformador esta
extendido cuando los rasgos de su estructura primaria son detectables en la secuencia cuando se forman imagenes
de acuerdo con las técnicas convencionales. Las técnicas de formacién de imagenes ilustrativas se describen en los
ejemplos mas abajo.

En ciertas realizaciones, se puede reconocer un estado extendido de un nanoinformador comparando su radio
hidrodinamico con su radio hidrodinamico medio cuando esta libre en una solucién diluida. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un nanoinformador, o una de sus porciones, estan extendidos cuando su radio hidrodinamico es
mayor de alrededor del doble de su radio hidrodinamico medio en una soluciéon diluida. Mas cuantitativamente, R
representa el radio hidrodinamico del nanoinformador, o una de sus porciones, y <R> representa el radio
hidrodinamico medio del nanoinformador, o una de sus porciones, en una solucién diluida. El <R> medio debe ser
calculado de manera que R para el nanoinformador, o una de sus porciones, cuando no estan unidos en solucion
diluida es menor de 2<R> 95% del tiempo. En ciertas realizaciones, un nanoinformador, o una de sus porciones,
esta en un estado extendido cuando R es mayor de 1,5<R>, mayor de 1,6<R>, mayor de 1,7 <R>, mayor de 1,8<R>,
mayor de 1,9<R>, mayor de 2,0<R>, mayor de 2,1<R>, mayor de 2,2<R>, mayor de 2,3<R>, mayor de 2,4<R>,
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mayor de 2,5<R> o mayor de 3,0<R>. En realizaciones concretas, un nanoinformador, o una de sus porciones, estan
en un estado extendido cuando R es mayor de 2,0<R>.

5.12.4 ORIENTACION DEL NANOINFORMADOR

Opcionalmente, el nanoinformador esta en un estado orientado. Generalmente, cualquier nanoinformador esta en un
estado orientado si es reconocido como tal por un experto en la técnica.

Por ejemplo, el nanoinformador esta en un estado orientado cuando esta en un campo de fuerza capaz de orientar el
nanoinformador en condiciones adecuadas para orientar el nanoinformador. Tales fuerzas y condiciones deben ser
evidentes para los expertos en la técnica.

La fuerza puede ser una fuerza electromagnética. Por ejemplo, cuando el nanoinformador esta cargado, tal como un
polinucledtido, el nanoinformador puede estar orientado en un campo eléctrico 0 magnético. EI campo debe ser
suficientemente fuerte para orientar el nanoinformador de acuerdo con el criterio de un experto en la técnica. Las
técnicas ilustrativas para orientar un nanoinformador en un campo eléctrico o magnético se han descrito mas arriba.

Alternativamente, la fuerza es una fuerza hidrodinamica. Por ejemplo, muchos nanoinformadores, incluyendo
polisacaridos, polipéptidos, y polinucleétidos, pueden ser orientados en un campo de un fluido en movimiento. La
fuerza hidrodinamica debe ser suficientemente fuerte para orientar el nanoinformador de acuerdo con el criterio de
un experto en la técnica. Las técnicas ilustrativas para orientar un nanoinformador en un campo hidrodinamico se
han descrito mas arriba.

Alternativamente, la fuerza es la gravedad. Ventajosamente, la fuerza de la gravedad se puede combinar, por
ejemplo, con la fuerza hidrodinamica para orientar el nanoinformador. En ciertos ejemplos, las fuerzas deben ser
suficientemente fuertes para orientar el nanoinformador de acuerdo con el criterio de un experto en la técnica. Las
técnicas ilustrativas para orientar un nanoinformador con la gravedad se han descrito mas arriba.

Opcionalmente, el nanoinformador puede ser orientado por combinaciones de las fuerzas anteriores que son
evidentes para los expertos en la técnica. En los ejemplos, mas abajo, ciertos nanoinformadores se orientan por
medio de una combinacién de un campo eléctrico y una fuerza hidrodinamica.

El nanoinformador esta orientado cuando es reconocido como orientado por un experto en la técnica de acuerdo con
los criterios convencionales para la orientacion de un nanoinformador. Por ejemplo, el nanoinformador esta orientado
cuando se dispone en paralelo, como reconocen los expertos en la técnica, con un campo de fuerza capaz de
orientar el nanoinformador. En ciertos ejemplos, el nanoinformador esta orientado cuando es uno de una pluralidad
de nanoinformadores que estan dispuestos en paralelo, como reconocen los expertos en la técnica. Por ejemplo,
una pluralidad de nanoinformadores puede estar orientada cuando el vector de un primer extremo a un segundo
extremo de un nanoinformador es paralelo, como reconocen los expertos en la técnica, a los vectores entre los
correspondientes extremos de otros nanoinformadores de la pluralidad.

5.12.5 INMOVILIZACION SELECTIVA DE LA SEGUNDA PORCION DEL NANOINFORMADOR

Como se ha comentado mas arriba, en los métodos descritos en la presente memoria, se inmoviliza selectivamente
una segunda porcion del nanoinformador. La segunda porcién del nanoinformador puede ser cualquier porcion del
nanoinformador que no sea idéntica a la primera porcion del nanoinformador. Opcionalmente, la segunda porcion del
nanoinformador no se solapa con ninguna parte de la primera porcién del nanoinformador.

Los autores de la presente invencion describen métodos que comprenden la Unica etapa de inmovilizar
selectivamente una segunda porcion de un nanoinformador mientras el nanoinformador esta en un estado extendido
u orientado, y mientras una primera porcion del nanoinformador es inmovilizada. Los métodos ilustrativos para la
inmovilizacion de la primera porcién del nanoinformador, y para la extension u orientacion del nanoinformador se
describen con detalle en las secciones anteriores.

Los autores de la presente invencion también describen métodos que comprende la etapa de extender un
nanoinformador, mientras una primera porciéon del nanoinformador esta inmovilizada, y la etapa de inmovilizar
selectivamente una segunda porcién de un nanoinformador mientras el nanoinformador esta en un estado extendido.
Los métodos ilustrativos para la inmovilizaciéon de la primera porcion del nanoinformador, y para la extension del
nanoinformador se describen con detalle en las secciones anteriores.

Los autores de la presente invencion también describen métodos que comprenden la etapa de inmovilizar una
primera porcidon de un nanoinformador, la etapa de extender el nanoinformador mientras la primera porcion es
inmovilizada y la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcion de un nanoinformador mientras el
nanoinformador esta en un estado extendido. Los métodos ilustrativos para la inmovilizacion de la primera porcion
del nanoinformador, y para la extension del nanoinformador se describen con detalle mas arriba. En ciertas
realizaciones, la presente invencion proporciona métodos que comprenden la etapa de orientar un nanoinformador,
mientras una primera porcién del nanoinformador es inmovilizada, y la etapa de inmovilizar selectivamente una
segunda porcion de un nanoinformador mientras el nanoinformador estd en un estado orientado. Los métodos
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ilustrativos para la inmovilizacion de la primera porcion del nanoinformador, y para orientar el nanoinformador se
describen con detalle en las secciones anteriores.

Los autores de la presente invencion también describen métodos que comprenden la etapa de inmovilizar una
primera porcién de un nanoinformador, la etapa de orientar el nanoinformador mientras la primera porciéon es
inmovilizada y la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcién de un nanoinformador mientras el
nanoinformador esta en un estado orientado. Los métodos ilustrativos para la inmovilizacién de la primera porcion
del nanoinformador, y para orientar el nanoinformador se describen con detalle mas arriba.

La inmovilizacion selectiva de la segunda porcién del nanoinformador puede seguir cualquier técnica para la
inmovilizacién selectiva de un nanoinformador evidente para los expertos en la técnica. De una manera significativa,
en realizaciones ventajosas de la invencion, la segunda porcién del nanoinformador no esta inmovilizada no
selectivamente. La inmovilizacion selectiva puede permitir que el nanoinformador sea inmovilizado mientras esta en
un estado completamente extendido o en un estado casi completamente extendido. La inmovilizacion selectiva
también puede permitir que el nanoinformador sea inmovilizado de una manera orientada. En otras palabras, la
primera porcién y la segunda porcion del nanoinformador puede ser inmovilizada a lo largo de la direccién del campo
o los campos utilizados para extender el nanoinformador, precediendo la primera porcion a la segunda porcion en el
campo. Cuando una pluralidad de nanoinformadores esta inmovilizada, puede estar orientada uniformemente a lo
largo del campo.

La segunda porcién del nanoinformador puede estar en cualquier localizacion del nanoinformador. Opcionalmente, la
segunda porcion esta en un extremo del nanoinformador. Opcionalmente, la segunda porcién no esta en un extremo
del nanoinformador. Opcionalmente, la primera porcién, descrita en las secciones anteriores, esta en un extremo del
nanoinformador, y la segunda porcién esta en otro extremo del nanoinformador.

Como se ha comentado antes, la segunda porcidon del nanoinformador esta inmovilizada selectivamente. La
inmovilizacién puede ser por medio de cualquier interaccion selectiva con el sustrato evidente para los expertos en la
técnica. La inmovilizacion puede ser por medio de interaccidon electrostatica o io6nica, por medio de uno o mas
enlaces covalentes, por medio de uno o0 mas enlaces no covalentes o combinaciones de los mismos. La
inmovilizacion puede ser por medio de interaccion electrostatica con un electrodo. La inmovilizacidon puede ser por
medio de una interaccion electrostatica con un sustrato distinto de un electrodo.

Si la primera porcién y la segunda porcion del nanoinformador estan inmovilizadas selectivamente sobre el mismo
sustrato, las técnicas de inmovilizacion selectiva deben ser compatibles, por supuesto, con el sustrato. En particular,
las técnicas de inmovilizacién son las mismas. Por ejemplo, sobre un sustrato recubierto con avidina, tanto la
primera como la segunda porcidon del nanoinformador pueden ser inmovilizadas selectivamente por medio de
interacciones biotina - avidina. Sin embargo, como resultara evidente para los expertos en la técnica, no es
necesario utilizar la misma interaccion en ambas porciones primera y segunda para la inmovilizacion sobre el mismo
sustrato. Por ejemplo, el sustrato puede comprender multiples radicales susceptibles de union selectiva, o la primera
porcién puede ser inmovilizada no selectivamente, u otras técnicas evidentes para los expertos en la técnica.

Opcionalmente, la segunda porcidon del nanoinformador comprende un primer miembro de un par de unién. El
segundo miembro del par de unién puede estar unido covalentemente a la segunda porcién del nanoinformador, o
pueden estar unidos no covalentemente. Los enlaces covalentes y los enlaces no covalentes utiles seran evidentes
para los expertos en la técnica. Provechosamente, el sustrato sobre el cual estd unida la segunda porcion del
nanoinformador comprendera un segundo miembro del par de union. El sustrato puede estar unido covalentemente
al segundo miembro, o pueden estar unidos no covalentemente.

La segunda porcion del nanoinformador puede comprender un miembro de un par de unién que es capaz de unirse
con un miembro de un par de unién sobre el sustrato para formar uno o mas enlaces no covalentes. Los sustratos
utiles ilustrativos incluyen aquellos que comprenden un radical de unién seleccionado del grupo que consiste en
ligandos, antigenos, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas, y anticuerpos tales como los descritos en
las secciones anteriores.

Ventajosamente, la segunda porcion del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre el sustrato a través de un par
de unién de avidina-biotina. El nanoinformador puede comprender un radical de biotina en su primera porcién. Por
ejemplo, un nanoinformador de polinucleétido puede comprender un residuo de nucleétido biotinilado. De un modo
similar, un nanoinformador de polipéptido puede comprender un residuo aminoacido biotinilado. Los sustratos utiles
que comprenden avidina se describen en las secciones anteriores.

Opcionalmente, la segunda porcién del nanoinformador puede comprender avidina, y el sustrato puede comprender
biotina. Los sustratos utiles que comprenden biotina se describen en las secciones anteriores.

Opcionalmente, la segunda porcién del nanoinformador puede comprender un miembro de un par de unién que es
capaz de reaccionar con un miembro de un par de uniéon sobre el sustrato para formar uno o mas enlaces
covalentes. Los sustratos utiles ilustrativos que comprenden grupos reactivos se describen en las secciones
anteriores.
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La segunda porcion del nanoinformador puede comprender un radical reactivo que es capaz de ser unido al sustrato
por medio de fotoactivacion. El sustrato podia comprender el radical fotorreactivo, o la segunda porcion del
nanoinformador podia comprender el radical fotorreactivo. Algunos ejemplos de radicales fotorreactivos incluyen
arilazidas, tales como N-((2-piridilitio)etil)-4-azidosalicilamida; arilazidas fluoradas, tales como acido 4-azido-2,3,5,6-
tetrafiuorobenzoico; reactivos con una base de benzofenona, tales como éster succinimidilico de &acido 4-
benzoilbenzoico; y 5-Bromo-desoxiuridina.

Alternativamente, la segunda porcién del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre el sustrato por medio de
otros pares de union descritos en las secciones anteriores.

Alternativamente, la segunda porcién del nanoinformador es capaz de formar un complejo con una o mas moléculas
distintas que, a su vez, son capaces de unirse, covalentemente 0 no covalentemente, a un radical de unién del
sustrato. Por ejemplo, la segunda porcién del nanoinformador puede ser capaz de unirse selectivamente a otra
molécula que comprende, por ejemplo, un radical de biotina que es capaz de unirse selectivamente, por ejemplo, a
un radical de avidina del sustrato. La Figura 12B ilustra un nanoinformador de union selectiva a una segunda
molécula que comprende F3 que es, a su vez, capaz de unirse selectivamente a un radical sobre un sustrato. La
interaccion entre la segunda porcién del nanoinformador y la molécula que comprende F3 puede estar mediada, por
ejemplo, por una interaccion antigeno-anticuerpo.

Las FIGS. 14A y 14B ilustran la inmovilizacion selectiva de un nanoinformador de acuerdo con los métodos de la
presente invencién. En la Figura 14A, una primera porcién del nanoinformador comprende la unién del radical F1
que es capaz de unirse selectivamente a un radical sobre el sustrato S ilustrado. El radical de unién F1 puede ser,
por ejemplo, biotina, y el sustrato S puede ser recubierto, por ejemplo, con avidina. El nanoinformador de la Figura
14A es extendido por una fuerza como se ha descrito en las secciones anteriores. En la Figura 14B, la fuerza es un
potencial eléctrico. Mientras se extiende, el nanoinformador se pone en contacto con moléculas que comprenden el
radical de unién F2 que es capaz de unirse selectivamente a un radical de unién sobre el sustrato ilustrado S. El
radical de unidon F2 puede ser, por ejemplo, biotina, y el sustrato S puede ser recubierto, por ejemplo, con avidina.
De una manera significativa, hasta tres moléculas que comprenden F2 son capaces de unirse selectivamente a una
segunda porcién del nanoinformador para inmovilizarlo selectivamente en su estado extendido. Como se ilustra, las
moléculas comprenden un segundo radical de unién que se une selectivamente a un radical de unién repetido del
nanoinformador. Los radicales de unién pueden ser, por ejemplo, secuencias de acido nucleico complementarias,
como se ilustra en la Figura 14B. El nanoinformador resultante se inmoviliza selectivamente en un estado extendido
y debe permanecer extendido incluso cuando se retira la fuerza. El nanoinformador extendido, inmovilizado
selectivamente, se puede utilizar para cualquier propdsito evidente para los expertos en la técnica.

5.12.6 INMOVILIZACION DE DOS PORCIONES DE UN NANOINFORMADOR EXTENDIDO U ORIENTADO

También se describen en la presente memoria los métodos para la inmovilizacion selectiva de una primera porcion y
una segunda porcion de un nanoinformador que esta en estado extendido u orientado. De una manera significativa,
de acuerdo con estos métodos, no es necesario que el nanoinformador sea inmovilizado antes de la aplicacion de
una fuerza capaz de extender u orientar el nanoinformador.

En estos métodos, el nanoinformador es extendido u orientado, o ambos, por una fuerza capaz de extender u
orientar el nanoinformador. Tales fuerzas se describen con detalle en las secciones anteriores. La fuerza es una
fuerza capaz de extender u orientar el nanoinformador mientras se mantiene el nanoinformador en una localizacién,
esto es, una fuerza capaz de extender u orientar sin mover sustancialmente el nanoinformador. Las fuerzas
ilustrativas incluyen campos electromagnéticos oscilantes y campos hidrodinamicos oscilantes. En un método
concreto, la fuerza es un campo eléctrico oscilante. Las técnicas ilustrativas para extender u orientar un
nanoinformador en un campo eléctrico oscilante son descritas por Asbury et al, 2002, en Electrophoresis
23(16):2658-66; Kabata et al, 1993, en Science 262(5139):1561-3; y Asbury and van den Engh, 1998, en Biophys J.
74:1024-30.

En los métodos, el nanoinformador es inmovilizado en una primera porciéon y una segunda porcién mientras esta
extendido u orientado. Tanto la primera porcion como la segunda porcidon pueden ser inmovilizadas no
selectivamente, ambas pueden ser inmovilizadas selectivamente, o una puede ser inmovilizada selectivamente y la
otra no selectivamente. Las técnicas para la inmovilizacion de la primera porcién y la segunda porcion se describen
con detalle en las secciones anteriores.

5.12.7 SUSTRATO PARA LA INMOVILIZACION

En los métodos comentados en la presente memoria, el sustrato para la inmovilizaciéon puede ser cualquier sustrato
capaz de unirse selectivamente al nanoinformador evidente para los expertos en la técnica. Adicionalmente, los
autores de la presente invencidon describen composiciones que comprenden un nanoinformador inmovilizado
selectivamente en un estado extendido. Las composiciones comprenden un sustrato, como se describe en la
presente memoria, que tiene inmovilizado un nanoinformador en un estado extendido. El nanoinformador puede ser,
por supuesto, inmovilizado de acuerdo con un método de la invencion.
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El uUnico requerimiento del sustrato es que sea capaz de unirse selectivamente a la segunda porciéon del
nanoinformador como se ha descrito antes. De este modo, el sustrato puede ser un filtro o una membrana, tal como
nitrocelulosa o nailon, vidrio, un polimero tal como poliacrilamida, un gel tal como agarosa, dextrano, celulosa,
poliestireno, latex, o cualquier otro material conocido por los expertos en la técnica sobre el cual se pueden
inmovilizar compuestos de captura. El sustrato puede estar compuesto por un material poroso tal como un material
acrilico, copolimero de estireno/metacrilato de metilo y etileno/acido acrilico.

El sustrato puede adoptar cualquier forma con tal que no evite la inmovilizacién selectiva de la segunda porcién del
nanoinformador. Por ejemplo, el sustrato puede adoptar la forma de un disco, una tableta, una tira, una cuenta, un
particula submicrénica, una cuenta magnética recubierta, un lecho de gel, un pocillo de microtitulacion, un
portaobjetos, una membrana, una frita u otra forma conocida por los expertos en la técnica. El sustrato esta
opcionalmente dispuesto en un alojamiento, tal como una columna de cromatografia, una columna de centrifugacion,
un cilindro de jeringa, una pipeta, una punta de pipeta, una placa de 96 o 384 pocillos, un microcanal, un capilar,
etc., que ayuda al flujo de liquido sobre o a través del sustrato.

El nanoinformador puede ser inmovilizado sobre un Unico sustrato o sobre una pluralidad de sustratos. Por ejemplo,
la primera y segunda porciones del nanoinformador pueden ser inmovilizadas sobre el mismo sustrato, como
reconocen los expertos en la técnica. La primera porcion del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre un primer
sustrato mientras la segunda porcion del nanoinformador puede ser inmovilizada sobre un segundo sustrato, distinto
del primero.

El sustrato se puede preparar de acuerdo con cualquier método evidente para los expertos en la técnica. Para una
revision de la miriada de técnicas que se pueden utilizar para activar los sustratos ilustrativos de la invencion con
una densidad suficiente de grupos reactivos, véanse, Wiley Encyclopedia of Packaging Technology, 22 Ed., Brody &
Marsh, Ed., "Surface Treatment," pags. 867 874, John Wiley & Sons (1997), y las referencias alli citadas. Los
métodos quimicos adecuados para generar grupos amino sobre sustratos de 6xido de silicio son descritos por
Atkinson & Smith, en "Solid Phase Synthesis of Oligodeoxyribonucleotides by the Phosphite Triester Method," En:
Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, M J Gait, Ed., 1984, IRL Press, Oxford, concretamente en las pags.
45 49 (y las referencias alli citadas); los métodos quimicos adecuados para generar grupos hidroxilo sobre sustratos
de 6xido de silicio son descritos por Pease et al, 1994, en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5022 5026 (y las referencias
alli citadas); los métodos quimicos para generar grupos funcionales sobre polimeros tales como poliestireno,
poliamidas y poliestirenos injertados son descritos por Lloyd Williams et al., 1997, en Chemical Approaches to the
Synthesis of Peptides and Proteins, Capitulo 2, CRC Press, Boca Raton, FL (y las referencias alli citadas).

Los sustratos utiles ilustrativos incluyen superficies recubiertas con estreptavidina, p. ej. Accelr8 TB0200. Los
sustratos utiles adicionales incluyen superficies utiles recubiertas con N-hidroxisuccinimida que son capaces de
reaccionar con una porcién de un nanoinformador que comprende una amina. Una de tales superficies es OptArray-
DNA (Accelr8). Otras superficies utiles estan recubiertas con aldehido (p. ej. Nexterion Slide AL., Schott) y hay
superficies recubiertas con epoxi (p. €j. Nexterion Slide E, Schott). Otra superficie util es una superficie recubierta
con BSA biotinilada util para la inmovilizacion selectiva de una porcion de un nanoinformador que comprende avidina
o estreptavidina.

5.12.8 METODOS DE USO DE NANOINFORMADORES ESTIRADOS U ORIENTADOS INMOVILIZADOS
SELECTIVAMENTE

Los nanoinformadores elongados, inmovilizados selectivamente se pueden utilizar para crear cédigos de barras
macromoleculares para la separacion y la deteccion secuencial de marcas. Estas marcas espaciadas a lo largo de la
molécula proporcionan un codigo Unico que puede ser leido cuando el nanoinformador es extendido e inmovilizado.
La extensién e inmovilizacion selectivas pueden facilitar la descodificacion del cédigo de barras macromolecular.

Los nanoinformadores elongados, inmovilizados selectivamente se pueden utilizar adicionalmente en cualquier
contexto en el que pueda ser util la deteccién o la formacion de imagenes de un nanoinformador. Estos se pueden
utilizar para fines diagnoésticos, progndsticos, terapéuticos y de escrutinio. Por ejemplo, se pueden aplicar al analisis
de muestras biomoleculares obtenidas o derivadas de un paciente con el fin de determinar si se encuentra presente
un tipo de célula enferma en la muestra y/o para determinar la fase en la que se encuentra la enfermedad. Se
pueden utilizar para diagnosticar infecciones por patégenos, por ejemplo infecciones por bacterias y virus
intracelulares, determinando la presencia y/o cantidad de marcadores de bacteria o virus, respectivamente, en la
muestra. Las composiciones y métodos de la invencion se pueden utilizar para cuantificar moléculas diana cuya
abundancia es indicativa de un estado bioldgico o un estado de enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos
que estan regulados al alza o a la baja como resultado de un estado de enfermedad. Ademas, las composiciones y
métodos de la invencién se pueden utilizar para proporcionar informacion prognéstica que ayude a determinar el
ciclo de tratamiento para un paciente.

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374788 T3

5.12.9 KITS QUE COMPRENDEN NANOINFORMADORES EXTENDIDOS U ORIENTADOS, INMOVILIZADOS
SELECTIVAMENTE

Los autores de la presente invencion también describen kits que comprenden uno o mas componentes de la
invencién. Los kits pueden comprender, por ejemplo, un sustrato de acuerdo con la invencion y uno o mas
nanoinformadores extendidos u orientados o ambos, inmovilizados selectivamente sobre el sustrato. Los kits se
pueden utilizar para cualquier propdsito evidente para los expertos en la técnica, incluyendo, los descritos mas
arriba.

Ademas, los autores de la presente invencion describen kits Utiles para la extension e inmovilizacion selectiva de
nanoinformadores. Los kits pueden comprender un sustrato para la inmovilizaciéon y uno o mas compafieros de union
para facilitar la extension o la inmovilizacién de un nanoinformador. Los compafieros de unién podrian comprender
un radical util para la extension del nanoinformador en una fuerza apropiada. En ciertas realizaciones, los
comparfieros de unién podrian facilitar la inmovilizacién o la inmovilizacion selectiva del nanoinformador en la
superficie. El kit podria comprender un nanoinformador para la extension e inmovilizacion. El kit podria comprender
un dispositivo capaz de extender el nanoinformador.

5.13 DETECCION DE NANOINFORMADORES

Los nanoinformadores se detectan mediante cualquiera de los métodos disponibles en la técnica que sea capaz de
detectar las sefiales especificas sobre un nanoinformador dado. Cuando el nanoinformador estd marcado
fluorescentemente, se pueden investigar la consideracion adecuada de fuentes de excitacion apropiadas. Las
posibles fuentes pueden incluir, pero no estan limitadas a, lamparas, lamparas de xenén, laseres, diodos emisores
de luz o alguna combinacién de los mismos. La fuente de excitacion apropiada se utiliza junto con un sistema de
deteccién optica apropiado, por ejemplo un microscopio invertido de fluorescencia, un microscopio epi-fluorescente o
un microscopio confocal. Preferiblemente, se utiliza un microscopio que pueda permitir la deteccién con una
resolucion espacial suficiente para determinar la secuencia de las manchas del nanoinformador.

5.13.1 SELECCION DEL MICROSCOPIO Y DE LA LENTE DEL OBJETIVO

La principal consideracion referente a la lente del objetivo del microscopio es con la resolucidon optica, que se
determina mediante su apertura numérica (AN). Generalmente, a mayor AN, mejor resolucion optica. La AN
requerida es preferiblemente al menos 1,07 basandose en la relacion de [delta] = 0,617JAN ([delta] = resolucion
Optica y [lambda] = longitud de onda). La cantidad de luz que es recogida por el objetivo se determina mediante
AN<4>/Aum<2> (Aum = aumento del objetivo). Por lo tanto, con el fin de recoger tanta luz como sea posible, se
deben seleccionar objetivos con AN elevada y pocos aumentos.

5.13.2 SELECCION DE LA CAMARA CCD Y TECNICAS DE CAPTURA DE LA IMAGEN

Cuando se selecciona una camara CCD, la primera consideracion es el tamano del pixel, que determina
parcialmente la resolucion final del sistema de formacién de la imagen. Optimamente la resolucién éptica no debe
ser comprometida por la camara CCD. Por ejemplo, si la resolucion optica es de 210-300 nm, lo que corresponde a
12,6-18 [mu]m en un chip CCD después de un aumento 60 x, con el fin de resolver y mantener la resolucion éptica
debe ser de al menos dos pixeles para muestrear cada mancha. O el tamafio del pixel del chip CCD debe ser a lo
sumo 6,3- 9 [mu]m.

La segunda consideracion es la sensibilidad de la deteccién que se puede determinar por medio de muchos factores
que incluyen, pero no estan limitados a, el tamafio del pixel, la eficacia cuantica, el ruido de lectura y el ruido base.
Para lograr una sensibilidad elevada, se selecciona una camara cualitativa con un tamafo del pixel grande (que
puede proporcionar una zona de recepcion grande), una elevada eficacia cuantica y poco ruido. Una camara
ilustrativa con estos criterios es la camara Orca-Ag de Hamamatsu Inc. El tamafio del chip es de 1344 x 1024
pixeles; cuando se utiliza el objetivo 60x, el campo de vision es de 144 x 110 [mu]m<2>.

5.14 SISTEMAS COMPUTARIZADOS

Los autores de la presente invencion también describen sistemas computarizados para informatizar la recogida de
imagenes del nanoinformador, la identificacion del nanoinformador y/o la descodificacion del cédigo del
nanoinformador. Especificamente, los autores de la presente invencion describen varios sistemas computarizados
que comprenden un procesador y una memoria acoplada al procesador y que codifica uno o mas programas. Los
sistemas computarizados se pueden conectar a los microscopios empleados en la formaciéon de imagenes del
nanoinformador, permitiendo la formacion de la imagen, la identificacion y la descodificacién del nanoinformador, asi
como el almacenamiento de la imagen del nanoinformador y la informacion asociada, por medio de un unico
aparato. Los uno o mas programas codificados por la memoria hacen que el procesador realice los métodos de la
invencion.

Los autores de la presente invencion también describen productos para programas computarizados para su uso
junto con un sistema computarizado (p. ej., uno de los sistemas computarizados de la invencién descritos mas
arriba) que tienen un procesador y una memoria conectada al procesador. Los productos para programas
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computarizados de la invencion comprenden un medio de almacenamiento legible con ordenador que tiene un
mecanismo para el soporte l6gico computarizado codificado o integrado en él. El mecanismo del soporte logico del
ordenador se puede cargar en la memoria del ordenador y hacer que el ordenador ejecute las etapas de los métodos
de la invencion.

Los métodos descritos en las subsecciones previas se pueden implementar preferiblemente mediante el uso de los
siguientes sistemas computarizados, y de acuerdo con los siguientes métodos. Un sistema computarizado ilustrativo
adecuado para la implementacion de los métodos de la invencién comprende componentes internos y estan
conectados a componentes externos. Los componentes internos de este sistema computarizado incluyen un
elemento procesador interconectado con la memoria principal. Por ejemplo, el sistema computarizado puede ser un
procesador basado en Intel Pentium de 200 MHz o una frecuencia de reloj mayor y con 32 MB o0 mas de memoria
principal.

Los componentes externos incluyen almacenamiento masivo. Este almacenamiento masivo puede ser uno o mas
discos duros que estan tipicamente empaquetados con el procesador y la memoria. Tales discos duros tienen
tipicamente una capacidad de almacenamiento de 1 GB o mayor. Otros componentes externos incluyen dispositivos
de interfaz del usuario, que pueden ser un monitor y un teclado, junto con un puntero, que puede ser un "ratén", u
otros dispositivos de entrada grafica (no ilustrados). Tipicamente, el sistema computarizado también esta conectado
a una conexién de red, que puede ser parte de una conexion Ethernet u otros sistemas computarizados locales,
sistemas computarizados remotos, o redes de comunicacion de area amplia, tales como internet. Esta conexion de
red permite que el sistema computarizado comparta datos y procese tareas con otros sistemas computarizados.

Cargados en la memoria durante el funcionamiento de este sistema se encuentran varios componentes del soporte
l6gico, que son tanto convencionales en la técnica como especiales para la presente descripcion. Estos
componentes del soporte I6gico hacen en conjunto que el sistema computarizado funcione de acuerdo con los
métodos comentados en la presente memoria. Los componentes del soporte légico se almacenan tipicamente en el
almacenamiento masivo. Un primer componente del soporte l6gico es un sistema operativo, que es responsable del
manejo del sistema computarizado y sus interconexiones de red. Este sistema operativo puede ser, por ejemplo, de
la familia Microsoft Windows(R), tal como Windows 95, Windows 2000, o Windows XP o, alternativamente, un
sistema operativo Macintosh, un sistema operativo Linux o un sistema operativo Unix. Un segundo componente del
soporte logico puede incluir lenguajes comunes y funciones convenientemente presentes en el sistema para ayudar
a los programas que implementan los métodos especificos de esta invencién. Los lenguajes que se pueden utilizar
para programar los métodos analiticos de la invencidon incluyen, por ejemplo, C, C++, JAVA, y, menos
preferiblemente, FORTRAN, PASCALS5 y BASIC. Otro componente del soporte légico de la presente invencion
comprende los métodos analiticos de esta invencidon programados en un lenguaje procedimental o un paquete
simbolico.

En una implementacion ilustrativa, se carga primero un cédigo de un nanoinformador (esto es, la correlacion entre el
orden y la naturaleza de las manchas sobre un nanoinformador y la identidad de una molécula diana a la cual se une
el nanoinformador) en el sistema computarizado. A continuacion el usuario ocasiona la ejecucion del soporte légico
de analisis que realiza las etapas de determinacién de la presencia y, opcionalmente, la cantidad de los
nanoinformadores con un cédigo de nanoinformador dado.

Los sistemas analiticos también incluyen productos de programas de ordenador que contienen uno o mas de los
componentes del soporte l6gico descritos mas arriba de manera que los componentes del soporte Idgico pueden ser
cargados en la memoria de un sistema computarizado. Especificamente, un producto de un programa
computarizado de la invencion incluye un medio de almacenamiento legible con ordenador que tiene uno o mas
mecanismos del programa de ordenador integrados o codificados en él en un formato legible con ordenador. El
mecanismo del programa de ordenador codificado, p. €j., uno o mas de los componentes del soporte I6gico analitico
descritos mas arriba pueden ser cargados en la memoria del sistema computarizado y hacer que el procesador del
sistema computarizado ejecute los métodos analiticos de la presente invencion.

Los mecanismos del programa computarizado o los mecanismos son almacenados o codificados preferiblemente en
el medio de almacenamiento legible con el ordenador. Los medios de almacenamiento legibles con el ordenador se
comentan mas arriba e incluyen pero no esté limitados a: un disco duro, que puede ser, p. €j., un disco duro externo
o interno de un sistema computarizado de la invencion, o un disco duro extraible; un disco flexible; un CD-ROM; o
una cinta tal como una cinta DAT. Otros medios de almacenamiento legibles con ordenador también seran evidentes
para los expertos en la técnica que pueden ser utilizados en los mecanismos del programa de ordenador descritos
en la presente memoria.

Los autores de la presente invencion también describen en la presente memoria bases de datos utiles para poner en
practica los métodos de la presente invencion. Las bases de datos pueden incluir codigos de nanoinformadores de
referencia para una gran variedad de moléculas diana. Preferiblemente, dichas bases de datos tendran una forma
electronica que pueda ser cargada en un sistema computarizado. Tales formas electronicas incluyen bases de datos
cargadas en la memoria principal de un sistema computarizado utilizado para implementar los métodos de esta
invencién, o en la memoria principal de otros ordenadores conectados mediante conexiéon de red, o integrados o
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codificados en medios de almacenamiento masivos, o en medios de almacenamiento extraibles tales como un CD-
ROM o un disco flexible.

5.15 APLICACIONES DE LA TECNOLOGIA DE NANOINFORMADORES

Las composiciones y los métodos de la invencion son para utilizarlos con fines diagndsticos, progndsticos,
terapéuticos y de escrutinio. La presente invenciéon proporciona la ventaja de que se pueden analizar muchas
moléculas diana diferentes de una vez a partir de una Unica muestra biomolecular utilizando los métodos de la
invencién. Esto permite, por ejemplo, realizar varios ensayos diagnésticos en una muestra.

5.15.1 METODOS DIAGNOSTICOS/PROGNOSTICOS

Los presentes métodos se puede aplicar al analisis de muestras biomoleculares obtenidas o derivadas de un
paciente con el fin de determinar su esta presente un tipo de célula enferma en la muestra y/o para determinar la
fase de una enfermedad.

Por ejemplo, se puede analizar una muestra de sangre de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en la
presente memoria para determinar la presencia y/o cantidad de marcadores de un tipo de células cancerosas en la
muestra, diagnosticando o determinado de ese modo la fase del cancer.

De manera alternativa, los métodos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para diagnosticar
infecciones por patégenos, por ejemplo infecciones por bacterias y virus intracelulares, determinando la presencia
y/o cantidad de marcadores de bacterias o virus, respectivamente, en la muestra.

De este modo, las moléculas diana detectadas utilizando las composiciones y métodos de la invencién pueden ser o
bien marcadores del paciente (tales como un marcador canceroso) o bien marcadores de infecciéon con un agente
foraneo, tales como marcadores bacterianos o virales.

Debido a la naturaleza cuantitativa de los nanoinformadores, las composiciones y los métodos de la invencion
pueden ser utilizados para cuantificar moléculas diana cuya abundancia es indicativa de una estado biolégico o un
estado de enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos que estan regulados al alza o regulados a la baja como
resultado de un estado de enfermedad.

Ademas, las composiciones y los métodos de la invencion se pueden utilizar para proporcionar informacién
prognéstica que ayude en la determinacion del ciclo de un tratamiento para un paciente. Por ejemplo, la cantidad de
un marcador concreto para un tumor puede ser cuantificada exactamente incluso a partir una pequefia muestra de
un paciente. Para ciertas enfermedades como el cancer de mama, la expresidén en exceso de ciertos genes, tales
como Her2-neu, indica que se necesitara un ciclo mas agresivo de tratamiento.

5.15.2 ANALISIS DE MUESTRAS PATOLOGICAS

El ARN extraido de muestras tisulares embebidas en parafina fijjadas con formaldehido o paraformaldehido es
tipicamente de poca calidad (fragmentado) y tiene un bajo rendimiento. Esto hace extremadamente dificil y a
menudo completamente inviable el analisis de la expresion génica de genes de baja expresion en muestras
histologicas o tejidos de patologia a archivar. La tecnologia de nanoinformadores puede satisfacer esta necesidad
no cubierta permitiendo el analisis de cantidades muy pequeias de ARN total de baja calidad.

Para utilizar la tecnologia de nanoinformadores en dicha aplicacion, se puede extraer el ARN total de muestras de
tejido embebidas en parafina fijadas con formaldehido o paraformaldehido (o similares) utilizando kits disponibles en
el mercado tales como RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion) siguiendo los protocolos del fabricante.
El ARN de tales muestras es frecuentemente degradado a fragmentos pequefios (200 a 500 nucledtidos de
longitud), y muchas muestras de histologia embebidas en parafina solamente proporcionan decenas de nanogramos
de ARN total. Se pueden utilizar pequefias cantidades (5 a 100 ng) de esta ARN total fragmentado directamente
como material diana en una hibridacion con nanoinformador siguiendo las condiciones de analisis descritas en la
presente memoria. Como se describe en el Ejemplo 6 en la Seccion 11 de mas abajo, el analisis con nanoinformador
de aproximadamente 3,3 ng de ARN celular permitié la deteccién de transcritos presentes a aproximadamente 0,5
copias/célula.

5.15.3 METODOS DE ESCRUTINIO

Los métodos de la presente invencion se pueden utilizar, entre otros, en la determinacion del efecto de una
perturbacion, incluyendo compuestos quimicos, mutaciones, cambios de temperatura, hormonas de crecimiento,
factores de crecimiento, enfermedades, o cambios en las condiciones de cultivo, sobre diversas moléculas diana,
identificando de ese modo las moléculas diana cuya presencia, ausencia o niveles son indicativos de un estado
bioldgico concreto. Opcionalmente, los métodos se utilizan para dilucidar y descubrir los componentes y las rutas de
los estados de enfermedad. Por ejemplo, la comparacion de las cantidades de moléculas diana presentes en un
tejido enfermo con el tejido "normal” permite dilucidar las moléculas diana importantes implicadas en la enfermedad,
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identificando de ese modo las dianas para el descubrimiento/escrutinio de nuevos farmacos candidato que se
pueden utilizar para tratar la enfermedad.

5.16 KITS

Los autores de la presente invencion describen kits que comprenden uno o mas componentes de la invencion. Los
kits pueden contener nanoinformadores pre-marcados, o nanoinformadores no marcados con uno o mas
componentes para marcar los nanoinformadores. Por otra parte, los nanoinformadores proporcionados en un kit
pueden tener o no secuencias especificas de la diana previamente ancladas. Opcionalmente, las secuencias diana
se proporcionan en el kit desancladas del armazon del nanoinformador.

El kit puede incluir también otros reactivos, por ejemplo, tampones para realizar reacciones de hibridacion,
conectores, endonucleasas de restriccion, y ADN ligasas.

El kit también puede incluir instrucciones para el uso de los componentes del kit, y/o para la elaboracién y/o el uso
de los nanoinformadores marcados.

6. EJEMPLO 1: FABRICACION DEL NANOINFORMADOR Y PROTOCOLO

El presente es un ejemplo paso por paso de un método de construccion de un nanoinformador a partir de varios
componentes.

Se puede apreciar que se pueden construir o afiadir varios componentes al mismo tiempo, antes, o después de los
otros componentes. Por ejemplo, el recocido de unidades de parches o alas a un armazén se puede realizar
simultaneamente o uno después del otro.

En este ejemplo la materia de partida es un vector viral M13mp18 circular. Utilizando un M13Mp18 de una sola
hebra lineal, las unidades de parches se recuecen al mismo para formar un armazén de doble hebra. A continuacion,
se afiaden las alas, después se liga una secuencia especifica de la diana. Mientras tanto las etapas de purificacion
ayudan a separar mediante filtracion el exceso de unidades de parches y alas no unidas. También se describe la
construccion de acidos nucleicos marcados (parches y/o alas y/u otros oligonucleétidos marcados) que se unen al
nanoinformador.

Después del anclaje (p. ej., via hibridacion) de una molécula diana, el nanoinformador se ancla a una superficie y se
estira. Finalmente se toman imagenes de los nanoinformadores por medio de una camara.

Los nanoinformadores se generaron y emplearon con éxito para detectar moléculas diana utilizando los métodos
descritos esencialmente en este ejemplo. Un ejemplo de deteccidn de la diana utilizando dicho método se muestra
en la Figura 4.

6.1 CONSTRUCCION DEL ARMAZON

La secuencia del armazon de oligonucleétidos seleccionada se analizé utilizando un programa Vector NTI®. En
primer lugar, se elaboré un &cido nucleico de hebra sencilla linealizando un ADN de hebra sencilla M13mp18
circular, que fue adquirido comercialmente de New England Biolabs. EI M13mp18 circular se digirié con la enzima
BamH1 para linealizarlo. Los materiales utilizados consistieron en el vector M13mp18 (250 ng/ul),
Parche_1L_BamH1.02 (diluciéon 10 yM de una provision de partida 100 uM), 10X Tampén BamH1, enzima BamH1.
El protocolo para elaborar un total de 0,8 pmoles de M13mp18 lineal implica las siguientes etapas. 1) precalentar un
bloque de calentamiento a 37°C; 2) en un tubo ependorff de 0,65 ml combinar 40 pl de vector M13mp18 de 250
ng/ul, 2 pl de Parche_1L_BamH1.02 10 yM, y 5 pl de 10X Tampon BamH1; 3) colocar el tubo ependorff en el bloque
de calentamiento a 37°C con papel de aluminio en la parte superior. Incubar el tubo a 37°C durante 15 minutos para
permitir que la unidad de parche se hibride con el armazén de M13mp18; 4) al cabo de 15 minutos afiadir 2 pl de
enzima BamH1 y dejar la reaccion de digestion a 37°C durante 30 minutos, después de lo cual afadir 2 pl
adicionales de enzima BamH1 y dejar que la reaccion de digestion continde durante otros 30 minutos a 37°C (el
volumen final de enzima BamH1 es 8%); y 5) tomar alicuotas de 10 pl en tubos ependorff de 0,65 ml y almacenar en
un congelador (la concentracion final de M13mp18 lineal es 200 ng/ul).

6.2 PREPARACION DE LA UNIDAD DE PARCHE DE LAS RESERVAS DE PARCHES DE BASES (BPP).

En segundo lugar, las unidades de parche se preparan en reservas. Se seleccionaron las secuencias de
oligonucledtidos del parche para determinar la longitud 6ptima y la homologia/no homologia deseada con la hebra
de M13mp18 y la secuencia gendmica humana. Los parches fueron oligonucleétidos manufacturados
comercialmente (adquiridos de Integrated DNA technologies) de 60 o 65 bases nucleotidicas de longitud. Las 50
bases nucleotidicas de cada oligonucledtido del parche son complementarias al ADN de hebra sencilla de
M13mp18, 10 bases nucleotidicas son complementarias a un parche adyacente, y 5 pares de bases nucleotidicas
son complementarias a un ala correspondiente. EI emparejamiento de 10 bases nucleotidicas entre parches forma
una estructura pedunculada que estabiliza la estructura y ayuda a despegar las alas fuera del armazoén cubierto de
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manera que estén mas disponibles para unir los oligonucledtidos marcados. Los sitios de union sintéticos, las 5
bases nucleotidicas, sobre los parches para la union a las alas potencian la energia de un posible sistema modular.

Las reservas de parches de bases contienen nueve unidades de parches correspondientes todas a un agrupamiento
de letras y a una posicion sobre el nanoinformador especificos. Para este ejemplo, existen cuatro colorantes
fluorescentes diferentes (color) marcados A, B, C, y D y 8 posiciones o regiones diferentes donde los acidos
nucleicos marcados se pueden unir sobre un nanoinformador. Por ejemplo, BPP A3 corresponde a todas las
unidades A del parche en la posicién 3 (unidades de parches 19-27) sobre el nanoinformador.

Las posiciones del nanoinformador son las siguientes:
Posicion 1: Unidades de parches 1-9 (A o C)

Posicion 2: Unidades de parches 10-18 (B o D)
Posicion 3: Unidades de parches 19-27 (Ao C)
Posicion 4: Unidades de parches 28-36 (B o D)
Posicion 5: Unidades de parches 37-45 (A o C)
Posicion 6: Unidades de parches 46-54 (B o D)
Posicion 7: Unidades de parches 55-63 (A o C)
Posicion 8: Unidades de parches 64-72 (B o D)

Materiales: parches izquierdos y derechos, recocidos previamente entre si (cada oligonucledtido esta a una
concentracion 10 uM). Materiales para elaborar 100 pmoles de BPP 1: (En la posicion 1, la coordenada del parche
1L se utiliza para el producto digerido de BamHI -este parche no esta incluido en BPP 1): 10 pl de cada unidad de
parche (coordenadas 2-9) recocida previamente (10 yM/cada una), 5 yl [20 pM] de Parche_1R (A o C). La
concentracién final de cada parche es 1,18 pmoles/ul. Materiales para elaborar 100 pmoles de BPP 2-8: 10 pl de
cada unidad de parche apropiada recocida previamente (10 uM/cada una). Existen 9 unidades de parche afiadidas a
cada uno, o 90 pl en total. La concentracion final de cada parche es 1,11 pmoles/pl.

Mas abajo esta una tabla de todas las reservas de las unidades de parches elaboradas para este ejemplo, con 8
posiciones o regiones para que los acidos nucleicos marcados con colorante se unan al nanoinformador. Las
posiciones 1, 3, 5, y 7 se pueden unir al acido nucleico marcado con colorante A o colorante C, y las posiciones 2, 4,
6, y 8 se pueden unir al acido nucleico marcado con colorante B o colorante D.

Tabla 2 de Reservas de Parches Basicas resultantes (corresponden a las marcas en los tubos)

BPP-A1 [Emparejada Previamente, Color=A, Coordenadas 1-9]
Parche_(1-9)R.A
Parche_(2-9)L

BPP-B2 [Emparejada Previamente, Color=B, Coordenadas 10-18]
Parche_(10-18)R.B
Parche (10-18)L

BPP-A3 [Emparejada Previamente, Color=A, Coordenadas 19-27]
Parche_(19-27)R.A
Parche (19-27)L

BPP-B4 [Emparejada Previamente, Color=B, Coordenadas 28-36]
Parche_(28-36)R.B
Parche_(28-36)L

BPP-A5 [Emparejada Previamente, Color=A, Coordenadas 37-45]
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Parche_(37-45)R.A
Parche (37-45)L

BPP-B6 [Emparejada Previamente, Color=B, Coordenadas 46-54]

Parche_(46-54)R.B
Parche (46-54)L

BPP-A7 [Emparejada Previamente, Color=A, Coordenadas 55-63]

Parche_(55-63)R.A
Parche_(55-63)L

BPP-B8 [Emparejada Previamente, Color=B, Coordenadas 64-72]

Parche_(64-72)R.B
Parche (64-72)L

BPP-C1 [Emparejada Previamente, Color=C, Coordenadas 1-9]

Parche_(1-9)R.C
Parche (2-9)L

BPP-D2 [Emparejada Previamente, Color=D, Coordenadas 10-18]

Parche_(10-18)R.D
Parche (10-18)L

BPP-C3 [Emparejada Previamente, Color=C, Coordenadas 19-27]

Parche_(19-27)R.C
Parche (19-27)L

BPP-D4 [Emparejada Previamente, Color=D, Coordenadas 28-36]

Parche_(28-36)R.D
Parche (28-36)L

BPP-C5 [Emparejada Previamente, Color=C, Coordenadas 37-45]

Parche (37-45)R.C
Parche (37-45)L

BPP-D6 [Emparejada Previamente, Color=D, Coordenadas 46-54]

Parche_(46-54)R.D
Parche (46-54)L

BPP-C7 [Emparejada Previamente, Color=C, Coordenadas 55-63]

Parche_(55-63)R.C
Parche (55-63)L

BPP-D8 [Emparejada Previamente, Color=D, Coordenadas 64-72]
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Parche_(64-72)R.D
Parche_(64-72)L

6.3 MATERIALES Y PREPARACION PARA RECOCER EL OLIGONUCLEOTIDO DE HEBRA SENCILLA CON
LAS UNIDADES DE PARCHE PARA UN ARMAZON DE DOBLE HEBRA.

En tercer lugar, las unidades de parche se preparan para recocerlas a M13mp18 lineal de hebra sencilla, cubriendo
la hebra con el fin de elaborar un armazoén oligonucleotidico de doble hebra. Se necesita que las condiciones para
recocer parches de 60 y 65 bases nucleotidicas a M13mp18 se produzcan a altas concentraciones de sal de manera
que la union serda muy especifica y los parches no se recoceran en una coordenada incorrecta sobre la hebra de
M13mp18. Para la etapa de recocido, cada unidad de parche se afade a una razén de 2:1 a 4:1 con la secuencia de
M13mp18 de hebra sencilla a un volumen total de 0,5 pmoles. Los parches en exceso se eliminan antes recocer las
alas.

Los materiales utilizados consistieron en 20x SSC, M13mp18 lineal (digerido con BamH1 a 0,08 pmoles/ul o 200
ng/ul), reservas de parches de bases apropiadas (BPP) (se necesitan un total de 8 a 1,11 pmoles/ul — véase mas
arriba) y bloque de calentamiento digital ajustado a 45°C. La reaccion de recocido se realiza como sigue. Pautas
generales: 2X cada unidad de parche por molécula de M13mp18, alas/parches preligados (en la posicion 1 u 8)
afadidos para su purificacion mas tarde, y 5X SSC. La reaccion del EJEMPLO (0,5 pmoles de armazén con alas con
gancho F8) consiste en: 7,1 yl hebra M13mp18 digerida con BamH1 a 0,071 uM, 0,9 pl de cada nueva Reserva de
Parches de Bases a 1,11 uM para las primeras 7 posiciones: A1, B2, A3, B4, C5, B6 y A7:

1,7 ul BPP A1 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,18 pM/cada parche)
1,8 yl BPP B2 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1,8 yl BPP A3 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1,8 ul BPP B4 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1,8 pl BPP C5 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1,8 ul BPP B6 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 uM/cada parche)
1,8 ul BPP A7 (Recocido Previamente, 12/15; a 1,11 yM/cada parche),

2,4 yl de BPP-D8 (reserva de las siete primeras unidades de parche - coordenadas 64, 65, 66, 67, 68, 69,y 70 en la
posicion 8 — especificidad "D") con etiquetas de purificacion - F8 (FHF, que se recuecen a las coordenadas de
parches 71 L, 71R, 72L, 72R, 73L constituyendo unidades completas de alas divididas/parches que tienen
especificidad "F" para su uso como conectores de biotina, en la posicion F8) a 0,83 pM, y 7,3 yl de 20X SSC. El
volumen de reaccion final sera de 29,3 pl a 0,027 pmoles/pl.

También se afiade oligonucledtido anti-Bam para recocerlo a la regiéon en M13 que es complementaria a la unidad
de parche 1L (perdida) y para prevenir la recircularizacion del armazoén de M13 durante la ligacion.

6.4 UNIDADES DE PARCHES RECOCIDAS CON M13MP18 DE HEBRA SENCILLA PARA FORMAR ARMAZON
DE DOBLE HEBRA.

La cuarta etapa implica el protocolo para recocer las unidades de parche al M13mp18 lineal de hebra sencilla,
cubriendo la hebra con el fin de elaborar un armazén oligonucleotidico de hebra sencilla, se realiza en las siguientes
etapas: 1) precalentar el bloque de calentamiento a 42°C, calentar la solucién de reaccién anterior a 45°C en uno o
varios tubos de PCR pequeiios (o tiras) con papel de aluminio sobre la parte superior durante 15 minutos, cambiar el
bloque de calentamiento a 65°C e incubar durante 1 hora y 45 minutos adicionales y retirar los tubos, colocar sobre
hielo o congelar.

6.5 PURIFICACION DEL ARMAZON DE NANOINFORMADOR UTILIZANDO BIOTINA Y CUENTAS
MAGNETICAS CON ESTREPTAVIDINA.

La quinta etapa ocurre antes del anclaje de las alas, donde las unidades de parche en exceso que no se han
recocido a la hebra de M13mp18 se separan del armazoén oligonucleotidico de doble hebra. Una etiqueta de
purificacion con una regién homdloga de 5 bases oligonucleotidicas a algunas de las 5 bases oligonucleotidicas
complementarias de las unidades de parche protuberantes se recuece para 'enganchar' el armazoén. Los
oligonucleétidos biotiniliados se recuecen con la 'etiqueta de purificacion' y se utilizan cuentas magnéticas con
estreptavidina para capturar el armazon utilizando los oligonucledtidos biotinilados. Las unidades de parche en
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exceso se eliminan con el sobrenadante. El armazén se separa por fusion de las cuentas magnéticas en solucion
para su recuperacion.

6.6 RECOCIDO DE LOS CAPTADORES DE D-BIOTINA CON LAS ETIQUETAS DE PURIFICACION

Recocer los captadores de D-Biotina a las etiquetas de purificacion sobre el nanoinformador (haciendo 2X con
respecto a la cantidad de posiciones de alas D8 disponibles en solucién, que es 2X con respecto a M13, o 4X final):
0,5 pmoles X 25 posiciones de oligonucleétidos gancho (5 multiplicado por 5), 4X hace que 50 pmoles se traduzcan
a 0,50 pl de D-biotina de 100 pmoles/ul, afiadir 0,5 ul (D, E, F) - Biotina (a 100 uM) a la muestra, mezclar e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

6.7 PROTOCOLO DE I?URIFICACI(')N PARA SEPARAR MEDIANTE LAVADO LAS UNIDADES DE PARCHE NO
UNIDAS DEL ARMAZON DE DOBLE HEBRA.

Recocer los oligonucledtidos gancho F en un exceso de 25 veces a los nanoinformadores en 5X SSC durante 30
min a temperatura ambiente. Pipetear 200 ul de solucion de cuentas DynaBead MyOne Streptavidin® en tubos de
1,5 ml, colocar sobre un iman y eliminar el sobrenadante. Lavar dos veces con 5X SSC resuspendiendo y aclarando
con un iman como en la etapa anterior. Afiadir 80 yl de muestra en 5X SSC (80 fmoles de muestra en este ejemplo).
Resuspender bien, por medio de colocacién en un voértice durante 15 minutos. Aclarar la solucién con un iman y
transferir el sobrenadante a tubos de nueva aportaciéon para el ultimo analisis en gel. Mientras se encuentran sobre
el iman, lavar los sedimentos (no resuspender) con 80 ul de TE pipeteando sobre el sedimento tres veces con el
volumen de 80 pl original afiadido. Retirar el lavado, colocar en tubos de "lavado" de nueva aportacion para su
analisis. Calentar el tampon TE a 45°C, afiadir 80 ul a cada sedimento y resuspender. Colocar los tubos sobre el
bloque de calentamiento a 45°C durante 15 minutos, pipetear arriba y abajo una vez para asegurarse de que las
cuentas permanecen suspendidas. Aclarar el producto inmediatamente con un iman mientras se calienta y guardar.
La mayoria de los nanoinformadores purificados deben estar presentes en este producto eluido a 45°C.

6.8 RECOCIDO Y LIGACION DE LAS ALAS AL ARMAZON.

La sexta etapa implica dividir los oligonucleétidos del ala que se recuecen al armazén para elaborar un 'armazon
cubierto’. La purificacion con cuentas magnéticas se realiza después de eso para eliminar el exceso de alas
divididas. La ligacion del armazoén cubierto se realiza utilizando ligasa de T4 para aumentar la estabilidad de la
estructura. Solo se necesita un tipo de ala por colorante fluorescente. Las alas tienen 0 95 o 100 bases de longitud y
tienen regiones complementarias a los parches, a los oligonucleétidos marcados y entre si. Cada ala tiene
secuencias repetidas de 15 bases para unirse a los oligonucledtidos marcados. Las secuencias repetidas estan
basadas en secuencias Lambda que han sido analizadas para eliminar palindromos y estructuras en horquilla
cualesquiera.

Las condiciones para recocer las alas son las siguientes. La secuencia de las alas que corresponde al parche tiene 5
pares de bases oligonucleotidicas de longitud, y por lo tanto las alas se recuecen especificamente a los parches
incluso a altas concentraciones de sal. La razon de las alas a los parches es de 2:1. Con el fin de aumentar la
estabilidad a altas temperaturas, la ligacion de los parches entre si y del ala a los parches se puede llevar a cabo en
la misma reaccion.

1) Cuantificar el armazén purificado utilizando un espectrometro a A260 nm. Calcular el volumen necesario para
preparar una cantidad apropiada de nanoinformador. Para este ejemplo los autores de la presente invencion
utilizaron 110 ng o 0,023 pmoles, la lectura a A260 nm muestra 7,7 ng/ul, o 14,3 pl para 110 ng. 2) Establecer la
reaccion de ligacion como sigue (el volumen variara, dependiendo de la purificacién y la escala). Utilizar
comunmente 1,5X alas con respecto a los parches, calcular como corresponde. Para este ejemplo, existen cuatro
colorantes fluorescentes diferentes (color) marcados como A, B, C, y D y 8 posiciones o regiones diferentes donde
los acidos nucleicos marcados con colorante se pueden unir sobre un nanoinformador. El nUmero de posiciones
para cada color (en este caso 1-4) multiplicado por 9 multiplicado por 1,5 moles de armazén = moles de alas a
utilizar.

Para el nanoinformador con colorante fluorescente en la secuencia/posiciones [ABABCBAD] :
ABABCBAD =
A: 40,5 x 0,023 = 0,93 pmoles; vol: 0,93 ul de SF (ala dividida)-AL a 1 yM
0,93 pl de SF-AR a 1 uyM
B: 40,5 x 0,023 = 0,93 pmoles; vol: 0,93 pl de SF-BL a 1 pM
0,93 pyl de SF-BR a 1 pM
C:13,5x 0,023 = 0,31 pmoles; vol: 0,31 ul de SF-CL a 1 yM
0,31 ulde SF-CR a 1 uM
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C: 13,5 x 0,023 = 0,31 pmoles; vol: 0,31 yl de SF-DL a 1 yM
0,31 ul de SF-DR a 1 uM

La reaccion de ligacion (total 25 ul) consiste en: Alas Divididas (véase mas arriba; 4,96 pl, o ~5 pl en total), 14,3 ul
de armazén MODB a 0,0016 pmoles/ul, 2,5 yl de 10X Tampodn de ligacion de T4, 2,2 yl de HO NanoPure y 1 pl
ligasa de T4. Incubar los tubos durante 5 minutos a 45°C. Mover a un bafio de agua a 37°C, inc. durante 5 minutos.
Anadir 1 pl de ligasa de T4 a las muestras. Incubar durante 1 hora a 37°C. Congelar inmediatamente, o calentar a
75°C durante 5 minutos para destruir la ligasa de T4.

6.9 LIGACION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE LA DIANA A LOS NANOINFORMADORES

La séptima etapa implica la ligacion de una secuencia especifica de la diana al nanoinformador. Se disefia una
secuencia de ADN especifica de la diana para que sea complementaria a la molécula diana, que puede ser ARN (p.
ej., ARNm) o ADN (p. ej., ADNc o ADN gendmico). La secuencia especifica de la diana puede ser de 35, 60 o 70
bases nucleotidicas de longitud. La secuencia especifica de la diana se puede ligar al armazon utilizando una region
protuberante de hebra sencilla sobre el armazén cubierto. El armazén con un solo tipo de secuencia especifica de la
diana se puede elaborar separadamente y a continuacién mezclar para formar genotecas.

6.10 CONSTRUCCION DEL NANOINFORMADOR

La adicién de oligonucledtidos a un nanoinformador se puede realizar en cualquier momento durante la construccion
de un nanoinformador. En ciertos aspectos de la presente invencién, un oligonucleétido marcado tiene 15 bases
nucleotidicas de longitud. En el extremo 5', se ancla un solo colorante fluoréforo. Los oligonucledtidos con un
colorante fluoréforo particular tendran por lo general la misma secuencia. Estos oligonucleétidos marcados se unen
a las secuencias repetidas de las alas divididas. Los fluoréforos mejor adaptados a este ejemplo incluyen pero no
estan limitados a Alexa 488, cy3, Alexa 594, y Alexa 647. La longitud de 15 bases oligonucleotidicas mantiene los
fluoréforos lo suficientemente separados con el fin de que no se extingan entre si y aseguren que los acidos
nucleicos marcados seran estables (no se fundira la hebra complementaria) en las condiciones del procedimiento de
visualizacion. Los oligonucledtidos marcados son estables a 40°C. Esta corta longitud también posibilita el
empaquetamiento de un gran nidmero de colorantes fluorescentes sobre las alas. En ciertos aspectos de la
invencion, los oligonucledtidos marcados se introducen durante el procesamiento de la muestra diana.

6.11 ANCLAJE DE LOS NANOINFORMADORES A LAS MOLECULAS DIANA

Los nanoinformadores se pueden anclar a las moléculas diana utilizando cualquier método conocido por los expertos
en la técnica. En una realizacion ilustrativa, los nanoinformadores duales se hibridan a las moléculas diana
mezclando 250 pmoles de cada una de la primera sonda y la segunda sonda con 125 pmoles de la diana. El
volumen total se ajusta a 4 pl y a una concentracion final de tampén de 5X SSC. Esta mezcla se incuba en un tubo
de PCR cubierto durante la noche a 42 grados para permitir que se produzca la hibridacion.

6.12 ANCLAJE A LA SUPERFICIE

Una vez que los nanoinformadores se anclan tanto a la molécula diana como a los acidos nucleicos marcados
correspondientes, es decir, los acidos nucleicos anclados a los monémeros marcadores, estos se pueden anclar a
una superficie y extenderse al resolver el orden de las sefiales emitidas por los monémeros marcadores e identificar
de este modo la molécula diana. En este ejemplo, los nanoinformadores se estiran para resolver espacialmente sus
cadigos de colorantes fluorescentes que corresponden a una molécula diana concreta. Los nanoinformadores se
estiran anclando un extremo a una superficie (en este ejemplo — un cubreobjetos, véanse a las preparaciones de
mas abajo). Se pueden utilizar dos métodos para el anclaje a la superficie: A) portaobjetos recubiertos de
estreptavidina de Accelr8 Corporacion estando los nanoinformadores biotinilados y B) portaobjetos recubiertos de
biotina teniendo los nanoinformadores estreptavidina. En el tampén, los nanoinformadores se ponen en contacto con
la superficie activa y se dejan incubando durante un periodo de tiempo. La reaccion se realiza en células de flujo que
fueron elaboradas a partir de PDMS moldeado en laminas de silicio grabadas al aguafuerte para formar los canales.
Se utilizan tubos de metal para los pocillos centrales en los extremos de los canales para la insercion del tampén y
de la muestra. Las dimensiones de los canales son 0,5 mm o 1 mm de ancho y 54 ym de alto. Una vez que las
muestras se han cargado en la linea de células de flujo e incubado, se deben anclar los nanoinformadores. Los
nanoinformadores se pueden extender aplicando voltaje o eliminando el liquido con un menisco en retraccion
dejando las cadenas estiradas y secas.

6.13 PREPARACION DE LA SUPERFICIE Y ENSAMBLAJE DEL DISPOSITIVO

Las superficies de unidn (tipo Accclr8 Streptavidin-OptiChem, cubreobjetos recubiertos) se envian en unidades de 5
superficies por contenedor de portaobjetos, y cada contenedor se acomparfia de un paquete de desecante de silice
en una bolsa de papel de aluminio. Las bolsas se almacenan a -20°C hasta su uso.

Para preparar la superficie para la unién, se saca primero una bolsa del congelador y se deja que llegue a la
temperatura ambiente a lo largo de varios minutos. Si no se abrié previamente, la bolsa se corta a continuacion a lo
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largo del borde para formar una hendidura, y se retira el contenedor superficies. Después de la retirada de la
superficie requerida, el contenedor se vuelve a poner en la bolsa con su desecante, la hendidura se cierra sellada
con una tira de cinta de empaquetar, y la bolsa se vuelve a poner en el congelador.

La superficie se enjuaga ligeramente a continuacidon con una corriente de agua Nanopure (Barnstead Nanopure
Diamond) y se empapa durante 10 minutos en 1X PBS filirada a 0,2 ym en una jarra Coplin ranurada, limpia.
Después de empaparse, la superficie se sumerge en agua Nanopure y se seca soplando nitrogeno filtrado a través
del borde de la superficie.

El dispositivo de PDMS utilizado para el acoplamiento a la superficie y para proporcionar la localizacion de la
muestra se limpia inmediatamente antes de su uso aplicando cinta de celofan a la superficie de PDMS y a
continuacién quitando el polvo u otras particulas que se puedan haber pegado durante el almacenamiento. El sitio
de unién de la superficie Accelr8 se pone boca arriba, y la estructura de PDMS limpia se centra, con el canal boca
abajo, sobre la superficie. EIl PDMS se adhiere facilmente al vidrio recubierto, y no es necesario ningdin mecanismo
de anclaje adicional.

6.14 UNION DE LA MUESTRA Y LAVADO

La muestra se une a la superficie aplicando primero una gota de 5 pL de la muestra (diluida comunmente en tampdn
de borato de sodio 100 mM, pH 9,8) en un pocillo de la calle elegida. La gota debe tocar justamente el punto en el
que el canal se une al pocillo (alguna muestra se puede escurrir al canal en este punto). El canal se carga, y la unién
se iguala a través del canal, arrastrando la gotita a través del canal hacia el pocillo opuesto utilizando un vacio muy
débil (< 2 kPa). El procedimiento se repite para las otras muestras en sus calles respectivas. El liquido en exceso se
separa a continuaciéon de los pocillos, los pocillos se tapan con cinta adhesiva para reducir la evaporacion, y el
dispositivo se incuba a temperatura ambiente en la oscuridad durante 20 minutos.

Después de la unién, se retira la cinta adhesiva, y el pocillo de la parte superior de cada calle se carga con 100 pyL
del tampén de borato descrito anteriormente. Alrededor de 20 yL de ese tampdn se arrastran a través de los canales
hacia los otros pocillos utilizando el vacio, y el procedimiento se repite una vez. A continuacién se elimina todo el
tampon de borato de todos los pocillos, y el pocillo de la parte superior se carga con 1X TAE, pH 8,3. Alrededor de
50 pL de TAE se arrastran a través del canal, a continuacion se elimina todo el TAE y el pocillo se vuelve a cargar.
El procedimiento se repite tres veces, para un total de alrededor de 150 uL de enjuague con TAE. Finalmente, todos
los pocillos se cargan con 100 uL de 1X TAE.

6.15 ELECTROESTIRAMIENTO

Se aplica aceite de inmersidon en la parte inferior del dispositivo del cubreobjetos/PDMS y se coloca sobre el
microscopio. Se insertan electrodos en los pocillos en extremos opuestos del primer canal de PDMS (electrodo
negativo en el pocillo de la parte superior, positivo en la parte inferior). La primera imagen del canal se tomara cerca
del pocillo de la parte inferior; la plataforma del microscopio se ajusta de manera que el area de interés esté
enfocada.

Después se aplica voltaje (200 V) a través del canal. El voltaje se suministra por medio de una fuente de
alimentacion de corriente continua (Agilent E3630A) y se amplifica 100X a través de un amplificador casero.
Después de aplicar la corriente, se reajusta el foco, y comienza el procedimiento de formacién de imagenes.

Después se repite el procedimiento de electroestiramiento y formacion de imagenes con el resto de los canales. Se
forman las imagenes de las uniones.

6.16 FUENTE DE LUZ PARA LOS COLORANTES FLUORESCENTES SOBRE EL NANOINFORMADOR

Al utilizar una lampara de arco como fuente de luz, la mejor seleccion de fluoréforo es la de los tipos mas brillantes
sin que conduzca al solapamiento de la fluorescencia tales como Alexa 488, Cy3, y Alexa 594. También se pueden
utilizar colorantes fluorescentes mas débiles tales como Alexa 647 y Cy5.5.

6.17 FILTROS PARA FORMAR IMAGENES DE LOS COLORANTES FLUORESCENTES SOBRE EL
NANOINFORMADOR

Para los fluoréforos seleccionados Alexa 488, Cy3, Alexa 594 y Alexa 647 puede haber un solapamiento entre Cy3 y
Alexa 594. Sin embargo, el encargo a la medida de un filtro de emisién con un ancho de banda de 572-600 nm
minimiza el solapamiento.

6.18 MICROSCOPIO Y LENTES DEL OBJETIVO PARA FORMAR LA IMAGEN DE LOS NANOINFORMADORES

El modelo de microscopio utilizado fue Nikon Eclipse TE2000E de Nikon Incorporation utilizando la plataforma
invertida para la formacion de imagenes por fluorescencia que tiene 6 casetes de filtros que permiten la seleccion de
la emisién de fluorescencia a partir de multiples candidatos de colorantes fluorescentes. Para los colorantes
seleccionados, la resolucion éptica requerida es de alrededor de 400 nm para todas las longitudes de onda (500-700
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nm). La lente objetivo seleccionada es la lente Nikon Plan Apo TIRF que tiene una AN de 1,45 y un aumento de 60.
La resolucién optica es de ~210-300 nm para diferentes longitudes de onda.

7. EJEMPLO 2: PROTOCOLO DE FABRICACION DEL NANOINFORMADOR DE PARCHE/ALA

Este ejemplo demuestra otra manera para elaborar un nanoinformador que consiste en un ADN viral de M13mp18
lineal de hebra sencilla, unidades de parches de oligonucleétidos y alas largas.

Las unidades de marcaje de nanoinformadores se generaron satisfactoriamente utilizando los métodos descritos
esencialmente en este ejemplo.

Las unidades de parches y alas prefosforiladas se afiaden junto con el vector de ADN de M13mp18 y se ligan entre
si. Después de la ligacion de las alas a las unidades de parches que se ligan al ADN de M13mp18, se introduce la
enzima BamH1 para linealizar el vector.

Preparar un lote de nanoinformadores partiendo de 5 ug de M13mp18 como armazén. La hibridaciéon se puede
aumentar a escala de acuerdo con la cantidad deseada. Este procedimiento tardara alrededor de 1-2 dias en
completarse.

Materiales:
Cant. | Articulo Vendedor
20 250 pg/ul de ADNhs viral M13mp18 New England

Biolabs

27 pl 0,74 pmoles/pl de Mezcla de Unidades de Parche de |IDT
Oligonucleétidos

8 ul  [Oligonucledtido A de Ala Larga 100 pmoles/pl IDT

8 ul  |Oligonucledtido B de Ala Larga 100 pmoles/ul IDT

0,5 pl [Oligos Ala parche a 100 pmoles/ul de las placas Num. |IDT
529916 y Num. 610591

31 pl |10x tampon Ligasa de T4 Fermentas
19 yl |Ligasa de T4 Fermentas
15 pl | 10x tampdn Optikinase uUSB

4,2 ul |ATP 100 mM ANY

5yl |Enzima Optikinase 10 unidades/pl uUsB

1yl |oligonucledtido BamH1 10 pmoles/pl IDT

20 yl [10x tampdén BamH1 Fermentas
3yl |Enzima BamH1 10 unidades/pl Fermentas

Precalentar un bafio de agua a 37°C y 55°C antes de comenzar el protocolo. Asegurarse de que los tampones
estaban todos bien mezclados y descongelados antes de su uso. Una placa de trabajo debe estar disponible y
marcada con los oligos ordenados de IDT en las placas Num. 529916 y Num. 610591. Retirar esas dos placas y
descongelar a temperatura ambiente durante 0,5-1 horas y girar hacia abajo los contenidos antes de retirar la cinta
adhesiva que cubre los pocillos. Se estableceran cuatro reacciones separadas en tubos eppendorf de 1,5 mL
utilizando los oligonucleétidos especificos de estas placas. Para comenzar marcar estos cuatro tubos separados con
ndmeros romanos en sus tapas. Las Columnas 5y 6 A a H son para la reaccion |, las Columnas 7y 8 A a H son

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2374788 T3

para la reaccion ii todas se encuentran en la placa Num. 529916. Las Columnas 1 y 2 son para la reaccion iv, y las
Columnas 3 y 4 son para la reaccion iii.

Ligaciones de las Alas (Etapa A): Marcar cuatro tubos de 1,5 ml separados con nimeros romanos i a iv (mencionado
anteriormente). Afadir los reactivos de mas abajo como corresponde a cada reaccién 50 ul que contiene: 5 pl de 10x
tampon de ligasa, 0,5 pl/oligonucledtido de los pocillos designados de las placas Nim. 529916 y Num. 610591, 4 pl
de Oligo de Ala Larga/reacciéon (A o B) para las reacciones |, ii y iv. 3 pl de LF para el area iii, 29 H,O para las
reacciones |, ii y iv. 32 pl de H2O para la reaccion iii, y 4 yl de ligasa de T4. Recocer previamente los oligos en esta
mezcla sin la ligasa a 37°C durante media hora. Afadir ligasa como ultimo reactivo y permitir ligar a temperatura
ambiente durante al menos cuatro horas. La concentracion de producto es de 1 pmoles/ala/pl.

Fosforilacion en la Ligacion de las Alas (Etapa B) Marcar cuatro tubos de 1,5 ml separados con nimeros romanos de
nuevo, de uno a cuatro con una P en el interior de un circulo para designar que los productos estan fosforilados.
Afadir los siguientes reactivos al tubo correspondiente: 10 pl/reaccion de ligacion de Ala (recoger 10 pl/ reaccion de
ligacion de ala anterior), 2,5 pl de tampdn Optikinase, 0,5 ul de ATP 100 mM, 11,5 pl de H2O, y 0,5 yl de enzima
Optikinase. Incubar a 37°C durante 1 hora. Concentracion de producto 0,4 pmoles/ala/pl.

Fosforilacion de la Unidad de Parche de Oligonucleétidos (Etapa C) 27 pl de mezcla de la Unidad de Parche de
Oligonucleétidos 0,74 pmoles/ul, 5 pl de 10x tampdn, 1 pl de ATP 100 mM, 3 pl de Enzima Optikinase, y 14 ul de
H20. Una vez que estan juntos todos los reactivos mezclar suavemente la solucién sacudiendo el tubo unas pocas
veces y girar hacia abajo. Incubar a 37°C durante 1 hora.

Hibridacion al armazéon de M13mp18 (Etapa D) En un nuevo tubo de 1,5 ml afiadir los siguientes reactivos: 20 ul de
M13mp18 a 250 ng/ul, 27 yl de Unidades de Parches de Oligonucleétidos Fosforilados de 0,4 pmoles/ul (Etapa C),
12,5 pl/Ligacion de las Alas Fosf. (Etapa B) precalentar a 55°C durante 5 minutos y colocar sobre hielo, 11 pl de 10x
tampon de ligasa y calentar la mezcla completa a 55°C durante 1 minuto. Hibridar la mezcla a 37°C durante al
menos 4 horas.

Ligaciéon (Etapa E) Girar hacia abajo los contenidos del tubo eppendorf. Afadir 1,2 yl de ATP 100 mM y 3 pl de
ligasa de T4. Mezclar suavemente los contenidos sacudiendo el tubo, a continuacién girar hacia abajo.

Digestion con BamH1 (Etapa F): 1 pl de oligo BamH1 de 10 pmoles, 20 ul de 10x tampdn BamH1 e hibridar a 37 ~1
hora. Ajustar el volumen a 200 pl. Ahadir 3 pl de enzima BamH1. Incubar a 37°C durante 1 hora.

Primera etapa: comenzar afadiendo 20 pl de M13mp18 (NEB 250 ug/ml) a un tubo eppendorf limpio de 1,7 ml.
Recoger 5 pl de la reaccion de ligaciéon de Alas Fosforiladas y precalentarla a 70 durante 2 minutos e
inmediatamente colocar sobre hielo. Afadir los 5 pl de cada reaccién de Ligacion de Alas Fosforiladas (1
pmoles/ala/ul) al tubo y mezclar suavemente pipeteando unas pocas veces. Incubar el tubo eppendorf a 37°C
durante 1 hora.

Segunda etapa: colocar 13,5 pl de la Mezcla de Unidades de Parches de Oligonucledtidos (0,74 pmoles/ul) y 1 pl de
Acrydite Mix (10 pmoles/ul) en un tubo eppendorf de 1,7 ml nuevo. Afadir 5 pl de 10x tampodn Optikinase, 1 pl de
ATP 100 mM y 27,5 ul de H20. Mezclar suavemente pipeteando la solucion. Afadir 2 yl de Enzima Optikinase,
mezclar suavemente pipeteando e Incubar a 37°C durante 1 hr.

Tercera etapa: recoger los oligos rxn fosforilados y afiadirlos completamente al contenido de M13mp18+ Hibridacién
de Alas. La reaccion se mezcla suavemente pipeteando y se deja incubando a 30°C durante 1 hora. Después de
completar la hibridacion ajustar el ATP afadiendo 1 ul (100 ATP) a la reaccion.

Cuarta etapa: girar hacia abajo el contenido del tubo eppendorf y afiadir 4 pl de enzima Ligasa de T4 (5 unidades/pl),
mezclar suavemente pipeteando. Incubar a temperatura ambiente durante al menos cuatro horas. Afadir 1 pl de
oligonucleétido BamH1 (10 pmoles/ul) para hibridar a temperatura ambiente mientras tiene lugar la ligacion.

Quinta etapa: digerir la reaccién de ligacion afiadiendo 4 pl de enzima BamH1 (5 unidades/ul), mezclar suavemente
pipeteando e incubar a 37°C durante 1 hora. Una vez que finaliza el periodo de incubacién, recoger una alicuota de
500 ng para QC.

Sexta etapa: tratar con Psoraleno, luz UV o DMPA durante 15 minutos.

Los calculos incluyen:
5 pug de M13 = 20 pl de provision de partida de New England Biolabs = 2 pmoles

Mezcla de oligonucleétidos: 180-34 areas de ala — 10 Oligos modificados con Acrydite = 0,74 pmoles/oligo
10 pmoles/oligonucledtido = 13,5 pl = 1350 pmoles

1 unidad de Optikinase convierte 1 nmol de fosfato en extremos — utilizar en exceso. Se utilizaron 4 pl de Optikinase.
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SEQ ID NO: 1 = M13mp18.
8. EJEMPLO 3: PROTOCOLO PARA LA PRODUCCION DE NANOINFORMADORES DE ARN

Se generaron nanoinformadores y se emplearon satisfactoriamente para detectar moléculas diana utilizando
métodos esencialmente como se describe en este ejemplo. Un ejemplo de deteccién de la diana utilizando este
método se muestra en la Figura 6.

8.1 PRODUCCION DEL ARMAZON

EI ADN circular de M13mp18 de hebra sencilla (USB Corporation) se recuece hasta un exceso molar de 10 veces de
un oligonucledtido complementario al sitio de reconocimiento de Bam HI (oligo Cortador Bam) y se corta con la
enzima de restriccion Bam HI para producir una cadena principal de ADN de hebra sencilla lineal. Con posterioridad
se afade un oligonucleétido complementario al oligonucleétido Cortador Bam (anti-oligonucleétido Bam) en un
exceso de 50 veces al oligonucledtido Cortador de Bam para secuestrar el oligonucleétido Cortador de Bam libre y
evitar de este modo la recircularizacion de M13 durante las Ultimas etapas.

La molécula de M13 lineal sirve como un armazén sobre el que se pueden recocer parches de ARN, o segmentos de
ARN, con fluoréforos incorporados.

8.2 PCR PARA FORMAR POSICIONES DE DOBLE HEBRA SOBRE EL ARMAZON DE M13

Se disefiaron 10 juegos de pares de cebadores oligonucleotidicos para crear 10 regiones diferentes junto con el
armazon de M13. Cada par contiene un cebador que tiene un promotor de la ARN polimerasa de T7 en el extremo
5'. Las Regiones 2-7 se disefian para que tengan 900 bases (aproximadamente 300 nm) de longitud, puesto que
éste es el tamafo aproximado de una mancha de difraccion limitada (la mancha mas pequefia que se puede lograr
con una optica convencional). Las Regiones 1 y 8 tienen ambas versiones largas y cortas: las versiones largas
cubren la regién de 900 bases completa, mientras que las versiones cortas cubren solo una porcion de la region de
900 bases para permitir que sea ligada una secuencia especifica de la diana. De este modo se puede adjuntar a
cualquier extremo una secuencia especifica de la diana. Los extremos también se pueden utilizar para adjuntar
anclas o etiquetas.

La PCR se realiza utilizando polimerasa Taq y 0,5 ng de M13mp18 de doble hebra (USB Corporation) como molde.
Las reacciones se limpian utilizando un kit de purificacion Qiaquick de Qiagen. Cada reaccion PCR produce un
fragmento de doble hebra que corresponde a un segmento especifico como se ilustra mas abajo. Estos fragmentos
se utilizan como moldes para la transcripcion in vitro de los segmentos de ARN.

8.3 TRANSCRIPCION IN VITRO PARA PRODUCIR SEGMENTOS DE ARN OSCURO

Utilizando los productos de la PCR descritos anteriormente como moldes de doble hebra, se generan segmentos de
ARN utilizando un kit de transcripcion in vitro de Ambion (kit Megascript T7). Los productos de las reacciones de
transcripcion se purifican (incluyendo el tratamiento con ADNasa | para eliminar el molde) utilizando RNeasy Kit de
Qiagen.

8.4 TRANSCRIPCION IN VITRO PARA PRODUCIR SEGMENTOS DE ARN MODIFICADOS CON GRUPOS
AMINOALILO

Utilizando los productos de la PCR descritos anteriormente como moldes de doble hebra, se generan segmentos de
ARN para el posterior acoplamiento del colorante utilizando un kit de transcripcion in vitro de Ambion (kit
MessageAmp aRNA). Los nucleétidos de UTP modificados con aminoalilo se incorporan a los segmentos de ARN
durante la transcripcion. Los productos de las reacciones de transcripcion se purifican (incluyendo el tratamiento con
ADNasa | para eliminar el molde) utilizando RNeasy Kit de Qiagen.

8.5 ACOPLAMIENTO AL COLORANTE DE LOS SEGMENTOS DE ARN CON AMINOALILO PARA PRODUCIR
SEGMENTOS DE ARN COLOREADOS

Se acoplan 20-100 ug de segmentos de ARN modificado con aminoalilo a colorantes de éster de NHS utilizando
Ambion Aminoallyl Labeling Kit. Los colorantes incluyen Alexa 488, Alexa 594 y Alexa 647 (Invitrogen/Molecular
Probes) asi como Cy3 (Amersham).

Cada segmento se elabora separadamente en 4 colores de manera que cada posicion sobre el armazén se pueda
rellenar con un segmento en cualquiera de los cuatro colores; de este modo se pueden afiadir diferentes colores a
diferentes posiciones para crear muchas combinaciones de colores unicas.

En esta realizacion concreta, los segmentos adyacentes deben ser de diferentes colores o puede haber segmentos
oscuros intercalados de manera que cada segmento se detecta como una "mancha" individual. Se pueden utilizar
segmentos oscuros como parte del codigo del nanoinformador.
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8.6 ENSAMBLAJE DE LA MOLECULA MARCADORA

Se recuecen segmentos para cada posicion a una razén 2:1 de segmento con respecto al armazén de M13 en 1X
tampodn SSPE a 70°C durante 2 horas.

Un nanoinformador ensamblado con segmentos de ARN marcados se representa en la Figura 3A-3B. La Figura 3A
representa un nanoinformador en el que solo estan marcadas "manchas" alternas (1, 3, 5y 7), y la Figura 3B
representa un nanoinformador en el que cada mancha esta marcada.

9. EJEMPLO 4: DETECCION DE MOLECULAS DE ARN Y ADN DIANA (S2) QUE UTILIZAN UNA COMBINACION
DE NANOINFORMADOR DE ARN/SONDA FANTASMA

9.1 SINTESIS DE LA SONDA Y DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS DIANA

El oligonucledtido diana de ADN S2 se sintetizé y purifico por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida
(Integrated DNa Technologies). Las moléculas diana de ARN S2 se generaron por medio de transcripcioén in vitro de
productos de PCR correspondientes a la region del gen del SARS de coronavirus clonado (Invitrogen) utilizando un
kit Ambion Megascrip® siguiendo las instrucciones del fabricante. La sonda fantasma S2 (Figura 6A (i)) fue
complementaria a una region de 50 bases especifica de la secuencia diana S2 (S2-a) y se sintetizd6 con un
mondmero de TEG-biotina en el extremo 5' y se purificé por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
(Integrated DNA Technologies). Se sintetizé un segundo oligonucleétido con 50 pb complementario a la diana S2
(S2-b) mas 9 pb de una secuencia adicional utilizada para la ligacion al armazén de M13 (total 59 pb) y se purifico
por medio de HPLC (Integrated DNA Technologies). Obsérvese que las regiones diana S2-a y S2-b no fueron
solapantes.

9.2 SINTESIS DEL NANOINFORMADOR

El oligonucledtido S2-b se ligé al the extremo 5' de M13 linealizado [Figura 6A (iii)], y el producto resultante se
separd mediante purificacion del oligonucleétido no ligado residual por medio de filtracion de exclusién por tamafios
a través de un filtro YM100 (Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se generaron segmentos de ARN
modificados con amino-alilo complementarios a M13 en las posiciones 2, 4, 6, y 8 (SEQ ID NO:) (Figura 1C) a partir
de transcripcion in vitro de moldes de ADN (productos de PCR) a través del kit Ambion Megascrip® siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los segmentos se acoplaron a continuacion a colorante Alexa 647 modificado con éster
de NHS (Invitrogen) siguiendo las instrucciones de Ambion (Amino Allyl MessageAm® Il aRNA Kit). Se generaron
segmentos de ARN correspondientes a las posiciones 1, 3, 5, y 7 del armazén de M13 (Figura 1C) en forma de ARN
transcritos in vitro no modificados a partir de los moldes de ADN descritos anteriormente. El ensamblaje del
nanoinformador se llevé a cabo recociendo 10 fmoles/ul de cada uno de los ocho segmentos a 5 fmoles/pl del
armazén de M13-S1-b durante 2 horas a 70°C en 1X tampon SSPE (cloruro de sodio 150 mM, fosfato de sodio 10
mM, EDTA 1 mM). El producto final fue un nanoinformador con 4 segmentos marcados con A647 (rojo) intercalados
con segmentos OScuros.

9.3 CONDICIONES DE HIBRIDACION

La hibridaciéon de los nanoinformadores y las sondas fantasma a la diana se llevd a cabo en las siguientes
condiciones: 5X SSPE (cloruro de sodio 750 mM, fosfato de sodio 50 mM, sal disédica de EDTA 5 mM), sonda
fantasma 40 pM (oligonucleétido de anclaje S2-a), Nanoinformador S2-b 40 pM, 100 ng/ul de ADN de esperma de
salmén sometido a cizalla, 5X solucion de Denhardt y Tween al 0,1%. Las condiciones finales de la diana fueron
diana de ADN S2 20 pM (Figura 6B) y diana de ADN S2 1pM (Figura 6C). No se afiadié diana al control negativo
(Figura 6D). La reaccion de hibridacion se incubé a 65°C durante al menos 16 h.

Las reacciones de hibridacion se diluyeron 1:2 con solucién de tampodn de Borato 100 mM (pH 9,8) y se introdujeron
en un canal de células de flujo y se unieron a un cubreobjetos recubierto con estreptavidina formando la parte
inferior del canal (cubreobjetos Streptavidin-OptiChem de Accelr8). El anclaje al portaobjetos mediante un extremo
del complejo de nanoinformador/diana/sonda fantasma se logré a través de la interacciéon de la sonda fantasma
biotinilada con la superficie de estreptavidina. Después de enjuagar el canal con tampdn de borato adicional para
eliminar los informadores en exceso no unidos a la superficie, el tampoén se cambid por 1X TAE (Tris-acetato 40 mM,
EDTA 1 mM) y se aplicd una corriente de 200 V para estirar los complejos de nanoinformador/diana durante la
captura de la imagen.

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Leica DMI 6000B con un objetivo de inmersion de aceite 63X
(AN 1,4), fuente de luz Xcite-120 (Exfo), juegos de filtro a la medida (Chroma Technologies), una camara Orca-ER
CCD (Hamamatsu) y programas de adquisiciéon de datos Metamorph (Molecular Devices).

Segun se pronosticd, cuando hibrida la molécula diana S2 correcta [Figura 6A (ii)] tanto con la sonda fantasma
[Figura 6A (i), S2-a] como con el nanoinformador especifico de la diana S2-b [Figura 6A (iii)], el complejo de sonda
fantasma/diana/nanoinformador forma una sola especie que se ancla al portaobjetos y se visualiza como 4 manchas
cuando se expone a luz de longitud de onda de 647 nm (Figura 6B, 6C, y 6E). La cantidad de unién fue dependiente
de la concentracién de la diana. No hubo una unién significativa en ausencia de la secuencia diana S2 (Figura 6D).
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10.EJEMPLO 5: NANOINFORMADOR QUE COMPRENDE UN FRAGMENTO DE ANTICUERPO
MONOVALENTE O BIVALENTE

Cuando la molécula diana es una proteina o polipéptido, se puede generar un nanoinformador en el que el armazon
del nanoinformador es un acido nucleico y la secuencia especifica de la diana es un fragmento de anticuerpo
monovalente o bivalente.

Utilizando métodos rutinarios, un anticuerpo que reconoce una molécula diana de interés se digiere 6ptimamente
con pepsina para generar fragmentos F(ab')2. Las dos partes del anticuerpo o los dos fragmentos F(ab')2 generados
mediante la digestion con pepsina se separan por medio de una leve reduccion, por ejemplo con 2-
mercaptoetilamina. Esta reduccion separa el anticuerpo o los dos fragmentos F(ab')2 en dos fragmentos
monovalentes con dos grupos sulfhidrilo que se pueden funcionalizar.

Se utiliza un reactivo de entrecruzamiento heterobifuncional (p. ej., éster de m-Maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida de Pierce Biotechnology Inc.) para anclar una maleimida a un oligonucleétido con una
modificacién aminica (que se puede tomar de muchas fuentes, tal como Integrated DNA Technologies). EI NHS del
reactivo de entrecruzamiento se hace reaccionar con la amina de los oligonucleétidos para producir un
oligonucleétido conjugado con maleimida.

Este oligonucledtido conjugado con maleimida se hace reaccionar a continuacién con uno de los grupos sulfhidrilo
del fragmento de anticuerpo. Debido a las limitaciones estéricas, es preferible anclar solo un oligonucledtido a cada
fragmento.

Este fragmento de anticuerpo monovalente o bivalente anclado a un oligonucleétido se puede hibridar a continuacion
a una secuencia complementaria sobre un armazén de nanoinformador, para generar una sonda informadora en la
que la secuencia especifica de la diana es una secuencia de anticuerpo. Tal sonda informadora se puede utilizar
sola para detectar la molécula diana, o conjugada con una sonda fantasma u otra sonda informadora cuya secuencia
especifica de la diana es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo monovalente o bivalente que se une a una
porcion diferente de la misma molécula diana.

11.EJEMPLO 6: HIBRIDACION DE 25 GENES CELULARES A 100 NG DE ARN TOTAL PLACENTARIO
UTILIZANDO UN SISTEMA INFORMADOR NANOSTRING

La deteccion y cuantificacion de 25 genes celulares enddgenos se llevd a cabo en una sola reaccion de hibridacion
mutiplexada. Ademas, se afiadieron tres secuencias de control no humanas a cada reaccion que correspondian a
aproximadamente 10, 100 y 300 copias por célula, respectivamente. También se realizé una hibridacién de control
negativo en ausencia de ARN celular.

11.1 REACCION DE HIBRIDACION

Cada muestra se hibridé por triplicado. Las concentraciones finales de los reactivos de hibridaciéon fueron las
siguientes: Total de nanoinformadores 1,12 nM (28 Nanoinformadores individuales a 40 pM cada uno), total de
sonda fantasma 1,12 nM (28 sondas fantasma individuales), 5X SSPE (pH 7,5), 5X reactivo de Denhardt, ADN de
esperma de salmon sometido a cizalla de 100 ng/pl, tween 20 al 0,1%, aplicacion ADN S3 150 fM, aplicacion ADN
S4 50 fM, y aplicacién ADN S6 5 fM. La concentracion final de ARN placentario total fue de 33 ng/ul. No se afiadio
ARN placentario total a las hibridaciones de control negativo. El volumen final de la reaccién fue de 30 pl. Los
reactivos se mezclaron y se incubaron a 65°C en el bloque del termociclador con la tapa calefactada durante 20
horas.

Mezcla maestra (1 Reaccion) (6 reacciones)

1,8X mezcla de hibridaciéon* 16,7 ul 100 pl

25 informadores de genes endogenos (0,6 nM cada uno)2 pl12 pl

25 sondas fantasma de genes enddgenos (0,6 nM cada una)2 pl12 pl
Informadores de control (0,6 nM cada uno)2 pl12 pl

Sondas fantasma de control (0,6 nM cada una)2 ul12 pl

10X mezcla de la diana de control3 pl18 pl

H.O 1,3 pl 8yl

Total29 pl174 pl

*Mezcla de hibridacion (9X SSPE, 9X reactivo de Denhardt, 180 ng de ADN de esperma de salmon, tween 20 al
0,18%)

56



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2374788 T3

Reacciones123456

Mezcla maestra29 pl29 pl29 pl29 pl29 ul29 i

ARN placentario de 100 ng/pl1 pl1 pl1 plO plO plo pi

H200 plO plO pi1 pl1 pl1 pl

Volumen Rxn total30 ul30 pl30 pI30 pI30 pi30 ul

Incubar las reacciones en un termociclador con tapa calefactada durante la noche (18 horas).
11.2 PURIFICACION POST-HIBRIDACION

Las reacciones de hibridaciéon se purificaron para eliminar los informadores no hibridados utilizando un
oligonucleétido complementario a la sonda fantasma anclada a las cuentas magnéticas (cuenta F). Las reacciones
de hibridacion se diluyeron 5 veces en tween 20 al 0,1% para llevar la concentracion de sal a 1X SSPE y la solucion
se afadié a 30 pl de cuentas F (prelavadas 2 veces en 150 yl de 1X SSPE/tween 20 al 0,1%). Se dejé que los
complejos hibridados se unieran a las cuentas a temperatura ambiente durante 15 minutos con rotacién continua, se
lavaron una vez en 150 pl de 0,5X SSPE, y se hicieron eluir en 25 pl de 0,1X SSPE durante 15 minutos a 45°C.

11.3 UNION, ESTIRAMIENTO, E INMOVILIZACION

Las muestras se prepararon para la unién mediante adicion de 1 pl de una dilucion 1/1000 de microesferas
fluorescentes Tetraspec® 0,1 uM (Num. de producto T7279, Molecular Probes) y 3 ul de bis-tris propano 1 M (pH
9,0). Las muestras se cargaron en un dispositivo Nanostring de fluidos para el anclaje a un portaobjetos Accer18
Optichem® recubierto con estreptavidina (Num. de producto TB0200). Después de la carga, la superficie del
portaobjetos se lavo una vez con 1X TAE y se preparod para el electroestiramiento por medio de la adicién de 40 ul
de TAE a cada pocillo. Los complejos anclados se estiraron aplicando 200 V a través del canal para fluidos. Al cabo
de 1 minuto las muestras se inmovilizaron en la posicién estirada afiadiendo 60 pl de solucion de oligos gancho G
500 mM al pocillo que contenia el electrodo cargado negativamente mientras se continuaba aplicando voltaje
durante 5 minutos. Después de la inmovilizaciéon la solucion de TAE se elimind y se remplazé por reactivo de anti-
fotoblanqueamiento para la formacién de imagenes.

11.4 FORMACION DE IMAGENES

Se formaron las imagenes de los portaobjetos en un Nikon Eclipse TE2000E equipado con una fuente de luz de
haluro metalico (X-cite 120, Exfo Corporation) y una lente 60X para aceite de inmersién (Plan Apo VC, Nikon 1,4
AN). Para cada campo de visién, se tomaron 4 imagenes a longitudes de onda de excitacion diferentes (480, 545,
580 y 622) con una camara Orca Ag CCD (Hamamatsu) bajo el control de un programa Metamorph (Universal
Imaging Corporation). Las imagenes se procesaron con programas para el tratamiento de imagenes disefiados
expresamente para tal fin.

11.5 ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos primarios se extrajeron a partir de imagenes tratadas utilizando programas disefiados expresamente para
tal fin. Los datos se normalizaron a los recuentos promedio para aplicaciones de control en cada muestra. Para
determinar si un gen era "detectado" por el sistema, los recuentos obtenidos para cada gen de las hibridaciones que
contenian ARN se compararon con los recuentos obtenidos en hibridaciones sin ARN utilizando un ensayo de la t de
Student. Se determiné que se detectaban los genes con valores de p <0,05. Después de la resta del fondo, las
concentraciones del ARNm celular se estimaron a partir de la regresion lineal de las aplicaciones de controles. Estas
concentraciones se convirtieron en copias por célula utilizando los siguientes supuestos: 1 célula contiene 10 pg
ARN en total; cada célula contiene 300.000 moléculas de ARNm; el volumen final de la reaccion es de 30 pl.

11.6 RESULTADOS Y CONCLUSION

La Tabla 3 de mas abajo muestra los resultados de los andlisis de datos descritos anteriormente. Estos resultados
muestran que utilizando la tecnologia de nanoinformadores descrita en la presente memoria, fue posible detectar
transcritos, tales como CASP3, que estan presentes a una concentracion de menos de 1 transcrito/célula. De este
modo, la tecnologia de nanoinformadores proporciona un medio exquisitamente sensible para detectar y cuantificar
la expresién génica.
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Tabla 3: Concentracion y Abundancia de Transcritos

Gen Promedio y _ Detectado/
de error concentracion | error copias error No

Recuentos® (recuentos) (fM) (conc.) | calculadas/célula | (copia/célula) | Detectado

(p<0,05)
GM2A 149 17 3,39 0,39 6,12 0,07 D
ATF4 68 2 1,55 0,06 2,80 0,01 D
CTNNBH1 792 50 17,95 1,19 32,44 0,22 D
IRF1 221 20 5,01 0,47 9,05 0,09 D
STAT5A 120 11 2,72 0,25 4,91 0,05 D
CREG1 409 17 9,28 0,44 16,76 0,08 D
CASP3 13 1 0,30 0,03 0,54 0,00 D
CCL20 2 1 0,04 0,03 0,07 0,01 ND
NMI 115 2 2,61 0,07 4,72 0,01 D
XBP1 719 46 16,30 1,10 29,45 0,20 D
PCGF4 75 18 1,70 0,40 3,08 0,07 D
IF127 747 41 16,94 1,00 30,61 0,18 D
TAF7 185 11 4,19 0,26 7,57 0,05 D
OAS3 74 9 1,68 0,20 3,03 0,04 D
Cc2 850 49 19,28 1,19 34,83 0,21 D
IL6 8 3 0,19 0,07 0,34 0,01 D
MyD88 94 6 2,13 0,14 3,85 0,03 D
HIF1A 130 7 2,95 0,17 5,33 0,03 D
APOA2 -1 2 -0,01 -0,05 -0,03 -0,01 ND
KISS 6825 130 154,79 4,52 279,65 0,82 D
ELK3 55 4 1,25 0,09 2,27 0,02 D
CBF2 72 3 1,64 0,07 2,96 0,01 D
IF130 625 47 14,16 1,10 25,59 0,20 D
RELB 35 5 0,78 0,11 1,42 0,02 D
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Gen Promedio Detectado/
de error concentracion | error copias error No
Recuentos® (recuentos) (fM) (conc.) | calculadas/célula | (copia/célula) | Detectado
(p<0,05)
| CTCF 103 3 2,35 0,09 4,24 0,02 D
l*NormaIizados y con el fondo restado.

Los métodos de hibridacidn descritos en la presente memoria se han realizado en reacciones multiplexadas sencillas
que contienen hasta 120 informadores diferentes con eficacias de hibridacion y resultados similares.

12. EJEMPLO 7: CONSIDERACIONES REFERENTES A LA CINETICA DE HIBRIDACION DEL
NANOINFORMADOR

12.1 ANTECEDENTES

Las hibridaciones en solucidon con un gran exceso de sonda sobre la diana siguen una cinética de pseudo-primer
orden. En este régimen la velocidad de la reaccion depende solo de la concentracion de la sonda y no de la
concentracion de la diana. Para una estrategia de dos sondas, una diana para proporcionar una informacion exacta
sobre la concentracion de una diana en solucion, las sondas deben estar ambas presentes en exceso con respecto
a la diana. El intervalo de concentracién posible esta por lo tanto limitado preferiblemente en el extremo inferior por
la concentracion de la diana. Sin embargo, el intervalo de concentracion util para la tecnologia de nanoinformadores
descrita en la presente memoria esta limitado practicamente en el extremo inferior por la cantidad de tiempo
necesaria para realizar la hibridacion.

12.2 CINETICA DE HIBRIDACION

En realizaciones preferidas, se realizan analisis de deteccion y cuantificacion de la diana en los que la diana (T)
debe hibridar tanto con una sonda informadora (R) como con una sonda fantasma (G) que se van a detectar (por
ejemplo por medio de seleccion de afinidad y deteccién de complejos que comprenden solo (R) y (G), que a su vez
solo forman complejos en presencia de (T)). Suponiendo que estas reacciones son irreversibles, se producen cuatro
reacciones elementales posibles.

)
R+T—RT
&y
T+G->TG
)
RT +G—->RTG

L
R+TG—RTG

Puesto que RT y TG son complejos intermedios de dos de las tres especies, estas cuatro reacciones se pueden
simplificar en

R+T+G— RTG

Sin embargo, para calcular cuantitativamente la velocidad de produccion de RTG (el complejo de informador-diana-
sonda fantasma), se deben considerar las cuatro reacciones. Las ecuaciones diferenciales que describen el sistema
son:

dc dc dc
_dta =—k,CCr = k;CChr Tt& ==k CpCp =k, CpCig "ZZ' =~k,CCr —k,CrCr

f%c_ =k,CoCr —k,CrCrg

dCpr

=k CpCr —k;CCpr
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dC wro

2. = k,CoCro + k:CoClr

donde Cg, Cr, Cg, Crr, Cre, ¥ Crre son las concentraciones de las diversas especies, y ki-ks son las constantes
cinéticas para las cuatro reacciones elementales. Los valores para estas constantes cinéticas cuando las sondas y
las dianas son moléculas de hebra sencilla complementarias (es decir cuando no hay etiqueta de purificacién sobre
la sonda fantasma y no hay informador) se pueden calcular a partir de los datos disponibles en la literatura (Wetmur,
J. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 1976.5:337-361).

— J_ seil
N,
ref

En la ecuacion anterior, ky es la constante de la velocidad de nucleacion, L es la longitud del acido nucleico (en
pares de bases), N es la complejidad del acido nucleico (igual a L para secuencias no repetitivas) y asa Y arer SOn las
correcciones para la concentracion de sal (Britten et al., 1974, Methods in Enzymology 29E:363-406). En el sistema
nanoinformador descrito en la presente memoria, las constantes cinéticas dependeran de los tamafios de las
etiquetas de la sonda fantasma y la sonda informadora ancladas. Sin cefiirse a ninguna teoria, la creencia de los
autores de la presente invencion es que las constantes cinéticas tendran la misma dependencia de la longitud que
una reaccion elemental tiene sobre las constantes de difusion de los reaccionantes.

1/'[_, a, D +D,
N
N a, 2D,

k=k

En la ecuacién anterior D1 y D2 son las constantes de difusién de las dos especies reaccionantes (véanse las
reacciones anteriores) y Dso es la constante de difusiéon de una molécula de ADN de hebra sencilla de 50 unidades
monomeéricas. Suponiendo una diana, una sonda fantasma de hebra sencilla de 100 bases, y un informador de doble
hebra de 7200 bases, las constantes cinéticas relevantes son

K1 = 2,64 x 10° L/mol/s
Kz = 6,55 x 10° L/mol/s
Kz = 3,99 x 10° L/mol/s
Ks =1,91 x 10° L/mol/s

La resolucion numérica del sistema de ecuaciones diferenciales con estas constantes cinéticas (suponiendo al
menos un exceso de 10 veces de las sondas sobre la diana) produce la predicciéon de que el informador 5 pM y la
sonda fantasma 5 pM llevaran a completarse la hibridacion hasta 10% en una reaccion durante la noche (16-18
horas). A concentraciones inferiores a 5 pM, es probable que sea poco practico medir la cantidad de moléculas
completamente hibridadas. De este modo, en una realizacion preferida, la concentracion inferior de un componente
nanoinformador (sonda fantasma y/o sonda informadora) es 5 pM.

12.3 ENTRELAZAMIENTO DE LOS INFORMADORES

A medida que las concentraciones de la sonda aumentan, la teoria pronostica que la cinética de hibridacion se
acelera sin limite — constituyendo el unico limite la solubilidad de las sondas. Sin embargo, la sonda informadora
puede ser muy grande en comparacion con la secuencia especifica de la diana en los sistemas de
nanoinformadores de la invencién. Sin cefiirse a ninguna teoria, los autores de la presente invencién creen que por
medio de su anclaje a la sonda informadora las cinéticas de la secuencia especifica de la diana son alteradas a
partir de las cinéticas de hibridacidon en solucion clasicas. Debido a que la sonda informadora es una molécula
polimérica, grande, puede tener interacciones de larga duracidon (entrelazamientos) con otros nanoinformadores
cuando se ponen en contacto. A baja concentracion la probabilidad de que dos polimeros se entrelacen es pequefia,
pero a medida que aumenta la concentracion y/o el tamafio de un polimero en solucion, estas interacciones se
vuelven mas y mas comunes. En el caso extremo de moléculas muy grandes a muy alta concentracion los polimeros
forman una red permanente, o gel, en solucién. Para que se produzca hibridacién en solucién, un par de sonda (p.
¢j., sonda de nanoinformador)/diana se debe difundir a través de la solucion hasta que entren en contacto entre si y
se forme un nucleo de hibridacién. Clasicamente, las reacciones de hibridacion no estan limitadas por la difusion
debido a que la difusién translacional de las moléculas es mas rapida que la nucleacion de la hibridacion (es decir, la
sonda y la diana se difunden juntas e interaccionan muchas veces antes de que se produzca la nucleacion). En una
solucion diluida su gran tamafo ralentizara la difusion translacional de la sonda informadora, pero puede no afectar
significativamente a las cinéticas. A cierta concentracion intermedia, las sondas informadoras ocupan casi todo el
espacio en la solucion, formando eficazmente un gel entrelazado permanentemente, y no se pueden difundir mas en
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solucion. Sin embargo, la sonda fantasma y las dianas son moléculas mas pequefias que se cree que aun se
difunden a través de las sondas informadoras entrelazadas, permitiendo que tenga lugar la hibridaciéon (aunque
posiblemente a una menor velocidad). Los autores de la presente invencién también creen que a cierta
concentracién mas alta la sonda informadora en solucién también impedira el movimiento de la sonda fantasma y las
dianas hasta el punto de que la reaccién se vuelve de difusién limitada. Esta concentracion (que no es conocida
cuantitativamente y depende de la estructura de la sonda informadora, la estructura de la sonda fantasma, y el
tamafo de la diana) es el limite superior del intervalo de concentracién util en el sistema nanoinformador, y puede
ser determinado empiricamente por un experto en la técnica guiado por los principios descritos en la presente
memoria.

12.4 DEPENDENCIA DE LA LONGITUD DE LA CINETICA

Puesto que la concentracién superior limitante para la hibridacion depende tanto de la estructura del informador
como de la estructura de LA sonda fantasma (de las cuales hay muchas posibles variaciones), un marco teérico para
pronosticar las permutaciones de los intervalos de concentracion utiles es provechoso en la practica de la invencion.
La teoria clasica pronostica que la cinética de hibridacién depende solo del tamafio de la sonda mas pequeia. La
teoria podria pronosticar por lo tanto que el tamafio del informador no jugara ningun papel en la cinética de
hibridacion con tal que la molécula diana y la sonda fantasma sean significativamente mas pequefias. La teoria
pronostica en ese caso que la velocidad de hibridacion (para una longitud de la diana constante) depende de 1L,
donde L es la longitud de la sonda fantasma, debido a la inhibicion estérica de la hibridacion. Por consiguiente, la
cinética de hibridaciéon sera mas rapida con sondas fantasma mas pequenas A medida que aumenta la longitud de
la sonda fantasma, la velocidad de hibridacion debera descender como 1L"2, Si se supone una longitud de la sonda
fantasma constante, se pueden definir el intervalo de longitudes del |nformador y las concentraciones que daran
como resultado una cantidad medible de eventos de hibridacion. Una vez que se ha definido el tamafo del
informador, se puede determinar el intervalo aproximado de tamafios de la sonda fantasma. Este es un
procedimiento iterativo, pero puede producir buenos puntos de partida a partir de los cuales reunir datos para
generar pautas empiricas detalladas, dado que las teorias en las que estan basados los fundamentos de los autores
de la presente invencion fueron generadas a partir de datos de hibridacion en sistemas que no emplean una sonda
informadora.

12.5 UMBRAL DE ENTRELAZAMIENTO

Una sonda informadora es esencialmente un polimero en solucién libre, que se comporta como una espiral al azar.
El volumen ocupado por un solo informador, V,, se puede calcular a partir de las teorias fisicas de polimeros de
acuerdo con el modelo de la Cadena Articulada Libremente ("FJC en sus siglas en Inglés", para un polimero flexible,
tal como un ADN o ARN de hebra sencilla) o el modelo la Cadena Vermiforme ("WLC en sus siglas en Inglés", para
un polimero rigido tal como ADN de doble hebra o un informador). Para cualquier modelo

4 .3
4 =§fcRg

p
donde Rg es el radio de giro. Para la FJC

N 0.6
% -1(5)

Donde b es la longitud del segmento y N es el nimero de segmentos en la cadena. Para la WLC

e ()

La concentracion umbral de entrelazamiento se define como la concentracion a la que el volumen completo de la
solucion esta ocupado por los informadores.

. — 3
47zRIN ,

donde Na es el numero de Avogadro. Por encima de esta concentracion se supone que la difusion translacional de
los informadores esta fuertemente restringida. La concentracion umbral de entrelazamiento varia con la estructura
del informador. A medida que aumenta la longitud del informador, el umbral de entrelazamiento disminuye (como
1/L"®). A partir de las ecuaciones anteriores, se puede calcular el umbral de entrelazamiento tedrico para sondas
informadoras con diferentes tamafios de mancha y diferentes longitudes. El resultado de tales calculos se muestra
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en la Figura 17, que muestra que para una sonda informadora hibrida de ARN/ADN de 7200 pb con 8 regiones de
anclaje de la marca de alrededor de 900 pb cada una, el umbral de entrelazamiento es de alrededor 70 nM.

Si tanto la diana como la sonda fantasma son mucho mas pequefias que los informadores, sera mas probable que
estén libres para difundirse a través de la solucién incluso a estas altas concentraciones de informadores. Los datos
iniciales indican que la cinética de hibridacion no se ralentiza apreciablemente hasta una concentracion de 80 nM
con una sonda informadora de 7200 pb, una diana de 100 bases, y una sonda fantasma de 100 bases.

12.6 EFECTO DEL UMBRAL DE ENTRELAZAMIENTO SOBRE EL MULTIPLEXADO

Suponiendo que la concentracidn maxima para los informadores en una reaccion de hibridacion es C*, la
concentracion de cada informador (especifica para una diana concreta) es igual a C*/M, donde M es el multiplex de
la reaccion (numero de diferentes dianas que estan siendo tomadas en consideracion simultdneamente). En cambio,
el nivel de multiplex posible para una estructura de informador concreta se puede calcular a partir del limite inferior
de concentracion de la sonda (Cp de la cinética ~10 nM) y del umbral de entrelazamiento

C'
C

P

M=

Si el ndmero de cédigos de nanoinformador disponible no depende del tamafio de la sonda informadora, el
multiplexado del nanoinformador depende principalmente del tamafio de la sonda informadora y de la concentracion
(puesto que es mucho mayor que la sonda fantasma). Debido a que la sonda fantasma hace una contribucion
insignificante al entrelazamiento durante la hibridacion, es por lo que los autores de la presente invencion creen que
la concentracion de la sonda fantasma se puede aumentar bastante por encima de la concentracion de la sonda
informadora. En Tabla 4 de mas abajo, la concentracion de sonda fantasma total maxima ([G]) se ajusta a 1000 nM
para todas las concentraciones de informador. Esta diferencia de concentracion de sonda fantasma y sonda
informadora es un parametro ajustable. Experimentos preliminares muestran que en una reacciéon de hibridacion
multiplex con un informador de 7200 pb y un fantasma de 100b, 40pM de cada sonda informadora y 200 pM de cada
sonda fantasma dan como resultado casi una hibridacién completa en una reaccién durante la noche.

12.7 INTERVALOS DE TAMANO Y CONCENTRACION OPTIMOS

Mas abajo en la Tabla 4 hay un resumen de los intervalos de tamafo y de concentracion utiles éptimos de la sonda
fantasma y la sonda informadora a diferente multiplexado segun se ha estimado por medio de las teorias anteriores.
La creencia de los autores de la presente invencién es que sondas fantasma de hasta alrededor de 200 bases seran
practicas para la mayoria de las aplicaciones.

Longitud Longitud | [R] (pM | [G] (pM) | [R](nM) | [G](nM) | Multiplex
Informadora | Fantasma | Minima) | Minima | Maxima | Maxima Max.

(pb) (b)

2000 100 5 5 603 1000 114417
2000 50 4 4 603 1000 161811
2000 200 7 7 603 1000 80905
3000 100 6 6 292 1000 45182
3000 50 5 5 292 1000 63897
3000 200 9 9 292 1000 31948
4000 100 7 7 178 1000 23912
4000 50 5 5 178 1000 33817
4000 200 11 11 178 1000 16908
5000 100 8 8 123 1000 14746
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Longitud Longitud [R] (pM | [G] (pPM) | [R](nM) | [G](nM) | Multiplex
Informadora | Fantasma | Minima) | Minima | Maxima | Maxima Max.
(pb) (b)
5000 50 6 6 123 1000 20854
5000 200 12 12 123 1000 10427
6000 100 9 9 91 1000 9988
6000 50 6 6 91 1000 14125
6000 200 13 13 91 1000 7062
7200 100 10 10 68 1000 6792
7200 50 7 10 68 1000 6792
7200 200 14 10 68 1000 6792
8000 100 11 11 57 1000 5444
8000 50 7 7 57 1000 7699
8000 200 15 15 57 1000 3850
10000 100 12 12 40 1000 3419
10000 50 8 8 40 1000 4835
10000 200 17 17 40 1000 2417

Tabla 4: Intervalos de tamafio y de concentracion uUtiles éptimos de la sonda informadora, la sonda fantasma y la
diana, asi como multiplicidad de sondas, en los sistemas nanoinformadores de la invencion.

13.EJEMPLO 8: REALIZACIONES ILUSTRATIVAS PARA EN ENSAMBLAJE DE UN NANOINFORMADOR DUAL

Esta seccion describe una realizacion para el ensamblaje de un nanoinformador dual en el que una sonda es una
sonda fantasma y la otra sonda es una sonda informadora que comprende segmentos de ARN coloreados
ensamblados sobre un esqueleto de M13. La sonda fantasma se ancla a un gancho F biotinilado y la sonda
informadora se ancla a un gancho G biotinilado. El nanoinformador dual se hibrida a una muestra biomolecular para
detectar y cuantificar una molécula diana. Las etapas de mas abajo no tienen que ser realizadas en el orden
presentado. Por otra parte, cada etapa concreta representa una realizacién especifica que se puede combinar con
realizaciones distintas de las presentadas mas abajo.

13.1 PREPARACION DEL ARMAZON DE M13

El ADN M13mp18 circular de hebra sencilla (USB Corporation) se recuece hasta un exceso 5 veces molar de un
oligonucleétido complementario al sitio de reconocimiento Bam HI (oligo Cortador Bam) y se corta con la enzima de
restriccion Bam HI para producir una cadena principal de ADN de hebra sencilla lineal. Con posterioridad se afiade
un oligonucleétido complementario al oligonucleétido Cortador Bam (anti-oligonucleétido Bam) en un exceso de 50
veces para secuestrar el oligonucleétido Cortador Bam y evitar de este modo la recircularizacion de M13 durante las
Ultimas etapas.

La molécula de M13 lineal sirve como un armazén sobre el que se pueden recocer parches de ARN, o segmentos de
ARN, con fluoréforos incorporados.
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13.2 ANCLAJE DE UNA SECUENCIA ESPECIFICA DE LA DIANA AL ARMAZON

Se genera un oligonucledtido que comprende una secuencia (de, p. ej., 30-70 nucledtidos) complementaria a la
diana de acido nucleico de interés, mas 9 pb de secuencia adicional utilizada para la ligacién al armazoén de M13, y
se liga al extremo 3' del armazdn linealizado de M13.

13.3 ANCLAJE DE ETIQUETAS G AL ARMAZON

Una etiqueta G (p. ej., un oligonucleétido que tiene la secuencia 5'-AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC
AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC AGCCCTTTG-3', que incluye 4 copias del complemento del gancho
G 5-GGTCTGTGTGATGTT-3', seguido de 9 bases de la secuencia del ligador, y que es complementario al gancho
G) se ancla al extremo 5' del esqueleto de M13 de hebra sencilla linealizado para permitir (1) la purificacion del
informador después de la ligacién y/o el recocido de segmentos; y (2) la inmovilizacion del informador una vez que
es "estirado" sobre una superficie sélida. La secuencia del ligador para el anclaje de la etiqueta G al extremo 5' de M
13 de hebra sencilla que ha sido linealizado en el sitio BamHI puede ser 5'-CTCTAGAGGATCCAAAGGGCT-3'. La
reaccion de ligacion se puede realizar de acuerdo con el siguiente protocolo para producir aproximadamente 80
pmoles de un producto de ligacion de etiqueta G/M13:

Materiales:
anti-oligo etiqueta G4 [100uM]
anti-oligo ligador etiqueta G4 [100uM]
M13 de hebra sencilla lineal [80 nM]
10X Tampodn de ADN Ligasa de T4 (Fermentas)
ADN Ligasa de T4 (Fermentas)
20X SSC (Ambion)
H20 DEPC (Ambion)
Método:
1.Pre-recocer la etiqueta G y el ligador:
G/ligG 2:1 25uM en 1X SSC
20 pl de Ligador etiqueta G [100uM]
40 ul de etiqueta G [100uM]
4 pl de 20X SSC
16 ul de H20 DEPC
* Recocer sobre el Termociclador MJ
95°C, 3 min; 72°C, 30 seg, -1°C/ciclo, x 68 ciclos; mantener a 4°C
2 Ligar la etiqueta G al M13 lineal:
M13-G4 64 nM en 1X Tampon de Lig
1000 pl de M13 Lineal [80 nM]
80 pl de G/ligG 2:1 [25uM] en 1X SSC
124 pl de 10X Tampon de ADN Ligasa de T4
40 pl de ADN Ligasa de T4

* Ligar en un bloque de calentamiento de aluminio cubierto con aluminio a 37°C durante 2 hr, a continuacién a 65°C
durante 15 minutos para inactivar la enzima.

13.4 PREPARACION DE LOS SEGMENTOS DE ARN

Se disefian 10 juegos de pares de cebadores oligonucleotidicos para crear 10 regiones diferentes a lo largo del
armazon de M13. Cada par contiene un cebador que tiene un promotor de la ARN polimerasa de T7 en el extremo
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5'. Las regiones 2-7 se disefian para que tengan 900 bases (aproximadamente 300 nm) de longitud, puesto que éste
es el tamafo aproximado de una mancha de difraccion limitada (la mancha mas pequefa que se puede lograr con
una éptica convencional). Las regiones 1 y 8 tienen ambas versiones largas y cortas: Las versiones largas cubren la
regiéon de 900 bases completa, mientras que las versiones cortas cubren solo una porcién de la regién de 900 bases
para permitir que se ligue una secuencia especifica de la diana. De este modo se puede anclar a cada extremo una
secuencia especifica de la diana. Los extremos también se pueden usar para la agregacion de anclas y etiquetas.

La PCR se realiza utilizando polimerasa Taq y 0,5 ng de M13mp18 de doble hebra (USB Corporation) como molde.
Las reacciones se limpian utilizando un kit de purificacion Qiaquick de Qiagen. Cada reaccion de PCR produce un
fragmento de doble hebra que corresponde a un segmento especifico como se ilustra mas abajo. Estos fragmentos
se utilizan como moldes para la transcripcion in vitro de los segmentos de ARN.

Utilizando los productos de la PCR descritos anteriormente como moldes de doble hebra, se generan segmentos de
ARN utilizando un kit de transcripcién in vitro de Ambion (kit Megascript T7). Los productos de las reacciones de
transcripcion se purifican (incluyendo el tratamiento con ADNasa | para eliminar el molde) utilizando el Kit RNeasy de
Qiagen.

13.5 MARCAJE DE LOS SEGMENTOS DE ARN

Utilizando los productos de la PCR descritos anteriormente en forma de moldes de doble hebra, se generan
segmentos de ARN para el posterior acoplamiento al colorante utilizando un kit de transcripcion in vitro de Ambion
(kit MessageAmp aRNA). Los nucledtidos de UTP modificados con aminoalilo se incorporan a los segmentos de
ARN durante la transcripcion. Los productos de las reacciones de transcripcion se purifican (incluyendo el
tratamiento con ADNasa | para eliminar el molde) utilizando un Kit RNeasy de Qiagen.

Se acoplan 20-100 yg de segmentos de ARN modificados con aminoalilo a colorantes de éster de NHS utilizando
Ambion Aminoallyl Labeling Kit. Los colorantes utilizados incluyen Alexa 488, Alexa 594 y Alexa 647
(Invitrogen/Molecular Probes) asi como Cy3 (Amersham).

Cada segmento se elabora separadamente en 4 colores de manera que cada posiciéon en el armazon se puede
rellenar con un segmento en cualquiera de los cuatro colores; de este modo se pueden anadir diferentes colores a
diferentes posiciones para crear muchas combinaciones de color Unicas.

En esta realizaciéon concreta, los segmentos adyacentes son de diferentes colores o puede haber segmentos
oscuros intercalados de manera que cada segmento se detecta en forma de una 'mancha’ individual. Los segmentos
oscuros se pueden utilizar como parte del cédigo del nanoinformador.

13.6 RECOCIDO DE LOS SEGMENTOS DE ADN AL ARMAZON

Los segmentos para cada posicidn se recuecen a una proporcion 2:1 de segmento con respecto al armazén de M 13
en 1X tampén de SSPE a 70°C durante 2 horas. Un nanoinformador ensamblado con segmentos de ARN marcados
se representa en la Figura 3A-3B. La Figura 3A representa un nanoinformador en el que solo se marcan "manchas"
alternas (1, 3, 5y 7), y la Figura 3B representa un nanoinformador en el que se marca cada mancha.

13.7 PREPARACION DE LA SONDA FANTASMA

Se generan uno o mas oligonucleétidos que comprenden secuencias (de, p. gj., 30-70 nucledtidos) complementarias
a diferentes regiones del acido nucleico o los acidos nucleicos diana de interés de aquellas a las cuales son
complementarias las secuencias especificas de la diana de la sonda informadora. Opcionalmente, las etiquetas F
para el anclaje del gancho F se ligan al extremo 5' de la sonda fantasma utilizando un oligonucleétido ligador que es
complementario a una secuencia corta en el extremo 3' del gancho F asi como a una secuencia corta en el extremo
5' de la sonda fantasma. Las secuencias que son complementarias al oligonucleétido ligador no son parte de la
secuencia del gancho F o la secuencia de la sonda, pero son nucleétidos adicionales afiadidos a esos oligos con el
fin de facilitar la ligacion.

13.8 ANCLAJE DE ETIQUETAS F A LA SONDA FANTASMA

Una etiqueta F (p. ej., un oligonucledtido que tiene la secuencia 5-GATGGAGAC GTCTATCATCACAGC
GTCTATCATCACAGC-biotina-3', que incluye 2 copias del complemento del gancho F 5-GCTGTGATGATAGAC -3',
seguido de 9 bases de la secuencia del ligador y es complementario al gancho F) se ancla al extremo 3' de la sonda
fantasma para permitir (1) la purificacion del complejo de hibridacién fantasma-sonda-diana-informador; y (2) el
anclaje del complejo de hibridacion sobre el porta a través del residuo de biotina. La secuencia del ligador para
anclar la etiqueta F al extremo 3' de la sonda fantasma puede ser 5'-GTCTCCATCTTCCGACAG-3'.

Materiales:
etiqueta de biotina F 100 uM

ligador de sonda fantasma F 100 uM
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10X Tampon de ADN Ligasa T4 Fermentas
sondas fantasma 1 uM
ADN Ligasa de T4 Fermentas
Método:
1.Pre-recocer el gancho y el ligador:
mezcla de etiqueta de biotina F/ligador 5 uM
5 ul de etiqueta de biotina F [100 uM]
5 pl de ligador de sonda fantasma F [100 uM]
10 yl de 10X Tampo6n de ADN Ligasa de T4
80 pl H.O DEPC
Recocer sobre el Termociclador MJ (95°C, 3 min; 72°C, 30 seg, -1°C/ciclo x 68 ciclos; mantener a 4°C).
2. Establecer la siguiente ligacion de la sonda fantasma:
anti-biotina F2-GP 300 nM
6,0 ul de Sonda Fantasma [1 uM]
4,8 ul de mezcla de etiqueta anti-biotina F2/ligador [5 uM]
1,52 pl 10X Tampén de ADN Ligasa de T4
3,68 pl de H,O DEPC
4,0 ul de ADN Ligasa de T4
Ligar sobre el Termociclador MJ (37°C, 18 hr; 65°C, 15 minutos; mantener a 4°C)
3. QC la ligacién en un gel de TBE-Urea al 15% Novex:

Preparar las siguientes soluciones de carga:

Ligacion Control Neg—Sonda Fantasma
3,33 pl de ligacion [300 nM] 1 yl de sonda fantasma [1 uM]
1,67 pl de H.O DEPC 0,33 pl de 10X Tampodn de ADN Ligasa de T4

5 pl de 2X Tampon de Carga 3,67 ul de H,O DEPC
5 pl de 2X Tampon de Carga

Mezcla de Control Neg - etiqueta de biotina F/ligador

2 ul de mezcla de etiqueta de biotina F/ligador [0,5 uM]

0,33 pl de 10X Tampén de ADN Ligasa de T4

2,67 ul de DEPC H,0O

5 pl de 2X Tampdn de Carga
50 pb de Cadena de Oligos

4 yl de Cadena

6 ul de 2X Tampon de carga

Ronda de un gel de TBE-Urea al 15% Novex a 180V durante 50 minutos.

Tefiir con SYBR Gold durante 30 minutos.
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13.8.1 REALIZACIONES ALTERNATIVAS

En lugar de acoplar covalentemente biotina a la etiqueta F de hebra sencilla, la biotinilaciéon de la sonda fantasma se
puede completar también recociendo un oligonucledétido biotinilado (ADN o ARN) a una secuencia complementaria a
la porcidon comun de la sonda fantasma. Tal secuencia podria ser la propia secuencia F, u otra secuencia que se
afade a la sonda fantasma ademas de la secuencia F. Si se afiade tal secuencia adicional, ésta podria tener de 10 a
100 bases de longitud, de 1 a 10 copias, siendo la configuracion preferida una sola copia de 50 a 100 bases de
longitud.

13.9 BIOTINILACION DEL ARNm DIANA

Existen varios kits asequibles comercialmente disponibles para el marcaje directo de una muestra de ARNm
incluyendo Label IT® pArray® Biotin Mirus Num. MIR 8010) y Biotin-Chem-Link (Roche (1 812 149). Siguiendo los
procedimientos de fabricante se afiade el ARNm marcado con biotina a la reaccién de hibridacion como se ha
descrito en la Seccion 3d (mas abajo) con las siguientes modificaciones: Puesto que la mayoria de los protocolos
sugieren el uso de ARNm poli A+, la cantidad de ARN utilizado se podria reducir de menos de 100 ng de ARN total
en una hibridacion tipica a 10 ng y posiblemente 1 ng. No se debe afiadir sonda fantasma a esta reaccion. No se
requiere mas purificacion post-hibridacion de la cuenta F. Se debe utilizar purificacién post-hibridacion de la cuenta
G para eliminar el ARNm biotinilado no hibridado que podria competir por la unién al portaobjetos. Dependiendo de
la cantidad de ARN utilizado, esto se puede requerir o no. Alternativamente, el ARN total se podria biotinilar sin la
necesidad de purificacion de la fraccion poli A+. En este caso, se debe utilizar la cantidad original de ARN total (100
ng). El uso del ARN total puede requerir modificaciones del protocolo del fabricante para aumentar la eficacia de
marcaje.

Un enfoque alternativo seria generar enzimaticamente ADNc de la 1% hebra biotinilado o ARN amplificado biotinilado
(ARNa) utilizando kits disponibles en el mercado y utilizar estos en lugar de ARN total o ARNm. Este enfoque
requeriria un redisefio de las sondas informadoras para que estuvieran en orientacion efectora. Tanto la sonda
fantasma como las reacciones de post-hibridaciéon de la cuenta F se omitirian mientras que la purificacién de la
cuenta G permaneceria para la eliminacioén del ARN no hibridado.

13.10 HIBRIDACION DEL NANOINFORMADOR DUAL A LA DIANA

Muchas condiciones de hibridacion son suficientes para lograr los datos de expresién génica. Para acortar el tiempo
de hibridacion a la vez que se mantiene una eficacia de hibridacion razonable, se pueden alterar varios parametros:
i) aumento de las concentraciones de sonda fantasma y de informador, ii) fragmentacion del ARN total hasta un
tamafio medio de 200-500 pb mientras se reduce el pH de hibridacion a 6,5, iii) utilizacién de mas ARN total en el
mismo volumen de hibridacion, iv) reduccién del volumen de hibridaciéon a aproximadamente 10 ul. Se pueden retirar
reactivos de bloqueo tales como Denhardt y ADNhs sin efectos perjudiciales sobre la eficacia de hibridaciéon o
hibridacion cruzada con los ARNm de especies diferentes.

El siguiente protocolo se ha realizado satisfactoriamente multiplexando de 1 a >500 nanoinformadores con sondas
fantasma (un ejemplo demostrativo de un andlisis con nanoinformadores que utiliza 25 nanoinformadores se
describe en el ejemplo 6 anterior, y otro ejemplo demostrativo de un andlisis con nanoinformadores que utiliza 509
nanoinformadores se describe en ejemplo 9 mas abajo). La concentracion final de todos los nanoinformadores varia
dependiendo de 1) la concentracién de cada informador y 2) el niUmero de genes que estén siendo multiplexados.

Las concentraciones de nanoinformador totales tipicas oscilan de 40 pM (1 gen @ 40pM) a 20 nM (500 genes
@40pM). Las concentraciones de la sonda fantasma también varian de 200pM (1 gen @ 200 pM) a 100 nM (500
genes @ 200 pM). El siguiente ejemplo describe una hibridacion multiplexada sencilla que contiene
aproximadamente 500 genes enddgenos con controles positivos y negativos. Afiadir, 11,1 yl de 2,7X mezcla de
hibridacion [13,5X SSPE pH 7,5 (USB Num.75890), 0,27 ug/ul de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla
(Sigma Num. D-7656), tween 20 al 0,27% (Sigma Num. P-1379), y 13,5X reactivo de Denhardt (Sigma D-2532)], 5 pl
de mezcla de Nanoinformador génico (0,24 nM de cada o 123 nM en total, incluye 509 genes endégenos y 8
controles de hibridacion), 4,6 pl de la mezcla de la sonda fantasma de 513 genes (1,3 nM de cada o 667 nM en total,
incluye 509 genes enddgenos y 8 controles de hibridacion), 1 pyl de mezcla de informador de control para la
purificacion (0,5 pM), 1 ul de ARN celular total (100 ng/ul), 1 yl de 30X aplicacion de la mezcla de la diana (1,5 nM-3
fM) y 6,3 pl de agua tratada con DEPC (Ambion Num. 9922) a un tubo de pared delgada de 0,2 ml (volumen final 30

).

La concentracion final de los reactivos de hibridacion debe ser 5X SSPE, tween 20 al 0,1%, 100 ng/ul de ADN de
esperma de salmén sometido a cizalla, 5X reactivo de Denhardt, 40 pM de cada Nanoinformador (~20 nM en total),
200 pM de cada sonda fantasma (~100 nM en total) y 33 ng/ul de ARN celular total. Las aplicaciones de la dianas de
control varian por lo general a lo largo de un intervalo de 50 M a 0,1 fM en una sola reaccion. Todos los reactivos
carecen muy preferiblemente de cualquier actividad nucleasa. Para resultados 6ptimos, todos los reactivos deben
carecer de actividad nucleasa.
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Mezclar bien los reactivos e incubar en un bloque de temperatura con tapa calefactada durante 20 horas. Después
de la hibridacién purificar los nanoinformadores con reactivos de afinidad tanto para la sonda fantasma como para la
sonda informadora.

13.10.1 REALIZACION ALTERNATIVA: PROTOCOLO DE HIBRIDACION SIN ADNhs NI REACTIVO DE
DENHARDT

Este protocolo ha sido realizado satisfactoriamente con multiplexado de 1-500 nanoinformadores y sondas fantasma.
La eliminacion del ADNhs y del reactivo de Denhardt de las hibridaciones realizadas con reactivos humanos
(Nanoinformadores y sondas fantasma) no tuvo efecto sobre la hibridacion cruzada con ARN total de raton cuando
se compard con una hibridacién que contenia ADNhs y reactivo de Denhardt. Por afiadidura, la eliminaciéon del
ADNhs y del reactivo de Denhardt no da como resultado un aumento de la sefial del fondo (basandose en controles
de hibridaciéon negativos). Finalmente, no hubo una pérdida (o ganancia) significativa de sefial para los genes
endodgenos hibridados en presencia o ausencia de ADNhs y reactivo de Denhardt (509 genes, valor de R? = 0,998).

13.10.2 REALIZACION ALTERNATIVA: CONDICIONES DE HIBRIDACION PARA ARNm CELULAR
FRAGMENTADO

Se ha logrado la fragmentacion de ARN celular por medio de protocolos de catdlisis térmica y catalisis con cationes.
Estos protocolos se disefiaron para obtener longitudes de fragmentos entre 100 y 700 pb (de promedio).
Fragmentacion térmica: Diluir la muestra de ARN total hasta 200 ng/ul en agua sin ARNasa. Calentar la muestra a
95°C en un bloque de temperatura con tapa calefactada. Detener la fragmentacion colocando la muestra sobre hielo.
Utilizar inmediatamente o almacenar a -80°C hasta su uso. Fragmentar a través de una reaccion catalizada con
cationes modificada a partir del protocolo del fabricante (Ambion). Llevar el volumen de la muestra de ARN hasta 9
ul con agua sin ARNasa. La concentracion final del ARN total debe estar entre 0,2 y 2 pug/ml. Afadir 1 pl de 10X
tampon de fragmentacion (10X tampon de fragmentacion Ambion). Incubar a 70°C durante 5 minutos en un bloque
de temperatura. Tiempos mas prolongados daran como resultado un tamafio de fragmento mas pequefio de
promedio. Detener la reaccion por medio de la adicion de 1 pyl de EDTA 200 mM. Utilizar inmediatamente o
almacenar a -80°C hasta su uso.

Las muestras de ARN fragmentadas se hibridan como se describe en la presente memoria excepto por las
siguientes modificaciones: i) el pH de SSPE se reduce a 6,5 y ii) el tiempo de reaccion se reduce a 6 horas (para las
reacciones de hibridacion en las que las concentraciones de la sonda informadora y la sonda fantasma son 200 pM).

13.11 PURIFICACION DE LOS COMPLEJOS DE NANOINFORMADOR-DIANA

Se prefiere la purificacion post-hibridacion cuando la concentracién total de la sonda informadora esta por encima de
1 nM. La purificacién disminuye significativamente la unién no especifica y aumenta la eficacia de la unién especifica
en el portaobjetos a concentraciones mas altas de sonda informadora y fantasma. En el ejemplo proporcionado
anteriormente, se describe una purificacion de la cuenta F (purifica complejos hibridados a partir del extremo de la
sonda fantasma). Como se ha descrito en el ejemplo 9 de mas abajo, se obtienen resultados optimos a altas
concentraciones de sonda fantasma (>5 nM en total) a través de la posterior purificacion de la cuenta G que purifica
los complejos de hibridacion a partir del extremo 5' del informador eliminando eficazmente el exceso de sondas
fantasma no hibridadas. El orden de purificacién preferido es la cuenta F, a continuacién la cuenta G pero el orden
se puede invertir y optimizar los protocolos como corresponda. Las secuencias exactas utilizadas en estas
purificaciones de afinidad se pueden cambiar y optimizar probablemente en realizaciones alternativas de la
tecnologia. Estas etapas de purificacion de afinidad y los reactivos estan basados actualmente en acidos nucleicos
pero podrian ser tedricamente cualquier clase de pares de unién que exhiban una unién especifica entre si y puedan
ser liberados por medio de tratamiento quimico o alteracion de las condiciones de unidon de manera que la
interaccion se interrumpa y se libere. Por ejemplo, un par anticuerpo/antigeno, una interaccién proteina/metal, o una
interaccion ligando/receptor, efc.

Un ejemplo de purificacion se proporciona mas abajo.

Una vez completada la hibridacion, la sal de una muestra de hibridacion (30 pl, partiendo de 5x SSPE = Na" 825
mM) se ajusta a una concentracién final de aproximadamente 1x SSPE. La muestra diluida se afiade a 30 pl de
gancho F MyOne Dynabeads (F-MODB) y se une durante 15 minutos a temperatura ambiente mientras se hace
rotar. Las cuentas se secuestran con un iman y se elimina el sobrenadante. Las cuentas se lavan dos veces con 150
ul de 0,1xSSPE + Tween al 0,1% a temperatura ambiente durante 15 minutos de w/rotacion y se descartan. Los
informadores purificados se hacen eluir en 30 pl de 0,1x SSPE a 45°C durante 15 minutos de w/rotaciéon. En este
momento los informadores hibridados se purifican a partir de los informadores no hibridados contaminantes. La
elucion aun contiene sondas fantasma no hibridadas contaminantes que competiran con los informadores para los
sitios de unién a la biotina en el portaobjetos recubierto con estreptavidina. Los 30 pl se afiaden a 130 pl de 1xSSPE
+ Tween al 0,1% para aumentar la concentracién de sal. La muestra (150 pl) se carga a continuacion en 30 pl de G-
MODB y se une durante 15 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarta y las cuentas se lavan con
150 pl de 0,1xSSPE + Tween al 0,1% a temperatura ambiente durante 15 minutos de w/rotacién. El lavado se
descarta y los informadores completamente purificados se hacen eluir con 25 pl de 0,1x SSPE a 45°C durante 15
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minutos de w/rotacion. En este momento solo las moléculas diana que se hibridan tanto a la sonda fantasma (que
contiene la anti-secuencia F) y un informador (que contiene la anti-secuencia G) permaneceran en solucién.

13.12 INMOVILIZACION Y ESTIRAMIENTO Y FORMACION DE IMAGENES DE LOS COMPLEJOS DE
NANOINFORMADOR-DIANA

El anclaje al portaobjetos y la inmovilizacién del complejo estirado se puede lograr a través de una interaccion
biotina-estreptavidina. En realizaciones alternativas, la inmovilizacion y el estiramiento se logran con otros pares de
interaccion siempre que uno de los dos pueda ser inmovilizado sobre el portaobjetos y el otro anclado a la sonda
fantasma o al informador. El estiramiento no tiene porque ser logrado a través de electroforesis sino que se puede
realizar mecanicamente. No se requiere la adicion de bis-tris propano a la muestra antes de la unién. La tecnologia
no esta limitada al uso de los monémeros marcadores concretos ilustrados en la presente memoria con tal que los
diferentes mondmeros marcadores se puedan separar por medio de tratamiento de imagenes.

Un ejemplo de un protocolo de inmovilizacion y estiramiento se proporciona mas abajo.

Después de la purificacion, los productos de hibridacion se pueden cargar directamente en un pocillo abierto de un
dispositivo microfluidico. El liquido se impele a un canal microfluidico por medio de accién capilar donde las
moléculas hibridadas se unen al portaobjetos recubierto de estreptavidina a través de una sonda fantasma
biotinilada. El dispositivo microfluidico a continuacién se inclina intermitentemente a lo largo del eje perpendicular a
la longitud de los canales en direcciones alternas con el fin de forzar que la mezcla reaccion pase repetidamente a
través del canal y aumente la eficacia de unién.

Después de unir la reaccién de hibridacion, el canal se lava con 1x TAE durante 5 minutos inclinando el dispositivo a
un angulo. A continuacion se afiade TAE de nueva aportacion a cada pocillo hasta un nivel suficiente para poner en
contacto los electrodos de platino que se insertan en los pocillos (30 microlitros en la geometria habitual de los
autores de la presente invencion). A continuacion se aplica un potencial eléctrico de 200 V entre los dos pocillos
conectados por el canal microfluidico, estirando los informadores. Al cabo de un minuto de pre-electroforesis para
eliminar cualquier molécula informadora no unida contaminante que quede en el canal, se afiade una solucion de
gancho G 0,5 uM en 1x TAE al pocillo catédico (60 microlitros de esta solucion). El potencial eléctrico retira el
gancho G a través del canal hacia el pocillo anddico. A medida que pasan a través del canal, los ganchos hibridan
con las secuencias de la etiqueta G libres en el extremo libre de los informadores que se unen a la superficie y se
estiran. La estreptavidina sobre la superficie se une a continuacion a la biotina del gancho G e inmoviliza el extremo
libre. Cuando se retira el potencial, los informadores permanecen estirados para formar las imagenes.

14. EJEMPLO 9: HIBRIDACION DE 509 GENES CELULARES A 100NG DE ARN TOTAL A PARTIR DE
CELULAS A549 UTILIZANDO UN SISTEMA INFORMADOR NANOSTRING.

14.1 REACCION DE HIBRIDACION

La deteccion de 509 genes celulares enddgenos se llevd a cabo en una sola reaccion de hibridacion mutiplexada. Se
aplicaron ocho secuencias de control no humanas a cada reaccion que correspondian a aproximadamente 0,1, 0,5,
1, 5, 10, 50, y 100 copias por célula asi como dos informadores sin diana (controles negativos). También se
afadieron 4 informadores que sirvieron como controles positivos (3) y negativos (1) para el procedimiento de
purificacion post-hibridacion. También se realizd6 un grupo de hibridacién de control negativo que contenia la
genoteca de informadores Nanostring completa pero sin ARN celular.

Cada muestra se hibridé por triplicado. Las concentraciones finales de los reactivos de hibridaciéon fueron las
siguientes: total de Nanoinformadores 20,8 nM (521 nanoinformadores individuales a 40 pM cada uno), total de
sonda fantasma 103 nM (517 sondas fantasma individuales @ 200 pM cada una), 5X SSPE (pH 7,5), 5X reactivo de
Denhardt, 100 ng/ul de ADN de esperma de salmén sometido a cizalla, tween 20 al 0,1%, aplicacion ADN S11 50
fM, aplicacion ADN S10 10 fM, aplicacion ADN S9 5 fM, aplicacion ADN S8 1 fM, aplicacion ADN S7 0,5 fM,
aplicacion ADN S6 0,1 fM. Se afiadieron S3 y S4 como controles negativos. EI ARN se obtuvo de células epiteliales
de pulmén A549 en dos estados diferentes. La concentracion final de ARN total por hibridacion fue de 33 ng/ul. No
se afadio ARN total a las hibridaciones de control negativo. El volumen final de la reaccién fue de 30 ul. Los
reactivos se mezclaron y se incubaron a 65°C en un bloque de termociclador con tapa calefactada durante 20 horas.

Mezcla maestra (1 Reaccion) (9,3 reacciones)
2,7 X mezcla de hibridacion* 11,1 ul 103,2 pl
513 informadores de genes enddgenos (0,24 nM cada uno) 5l 46,5 ul
513 sondas fantasma de genes enddgenos (1,3 nM cada uno) 4,6 pl 429 pl
Informadores de Purificacion de Control (0,6 nM cada uno) 1ul 9,3 ul
30X mezcla diana de control 1l 9,3 ul
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Total 22,7 ul 211,2 ul

Mezcla de Hibridacion* (13,5X SSPE, 13,5X reactivo de Denhardt, 270 ng de ADN de esperma de salmoén, tween 20
al 0,27%)

Reacciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Mezcla maestra 22,7 22,7 227 227 22,7 227 227 2277 227
48,5 ng/ul de ARN Num. 1 21 2,1 2,1 0 0 0 0 0 0
48,4 ng/ul de ARN Num. 2 0 0 0 2,1 2,1 2,1 0 0 0
H20 5,2 52 5,2 52 52 52 7.3 7.3 7,3
Volumen Rxn total 30pl 30pl  30pu 30u 30p  30p 30p  30u 30l

Incubar las reacciones en un termociclador con tapa calefactada durante la noche (20 horas).
14.2 PURIFICACION POST-HIBRIDACION

Las reacciones de hibridacién se purificaron para eliminar los informadores no hibridados utilizando un
oligonucledtido complementario a la sonda fantasma anclada a las cuentas magnéticas (cuenta F). Las reacciones
de hibridacion se diluyeron 5 veces en Tween 20 al 0,1%/TE para llevar la concentracion final de sal a 1X SSPE. La
solucion de hibridacién diluida se afiadié a continuacion a 100 ul de cuentas F (en Tween 20 al 0,1%) y se dejé que
se uniera a las cuentas a temperatura ambiente durante 30 min con rotacidon continua. Las cuentas se lavaron a
continuacion tres veces en 150 ul de 0,1X SSPE/Tween 20 al 0,1% y se hicieron eluir en 100 ul de 0,1X
SSPE/Tween 20 al 0,1% durante 15 min a 45°C.

Después de la elucion de las cuentas F, las muestras se purificaron a partir del extremo opuesto del complejo
hibridado utilizando cuentas G. Las eluciones se llevaron hasta una concentracion final de 1X SSPE por medio de la
adicion de 50 ul de 3X SSPE/Tween 20 al 0,1% y se unieron a 30 ul de cuentas G (en Tween 20 al 0,1%) durante 15
min a temperatura ambiente con rotacion. Las cuentas se lavaron a continuacién como antes y se hicieron eluir en
30 ul de 0,1X SSPE/Tween-20 y se prepararon para la unién como se describe mas abajo.

14.3 UNION, ESTIRAMIENTO, E INMOVILIZACION

Las muestras se prepararon para la union mediante adicion de 1 ul de una dilucion 1/5000 de microesferas
fluorescentes Tetraspec® 0,1 uM (producto Num. T7279, Molecular Probes). Las muestras se cargaron en un
dispositivo fluidico Nanostring y se anclaron a un portaobjetos Accer18 Optichem® recubierto con estreptavidina
(Num. de producto TB0200) inclinando el dispositivo 45 grados durante 15 mm y se repitid un total de 4 veces.
Después de la carga, la superficie del portaobjetos se lavé una vez con 90 ul de 1X TAE. Después de eliminar el
tampoén de lavado la muestra se prepara para el electroestiramiento por medio de la adicion de 40 ul de TAE a cada
pocillo. Los complejos anclados se extendieron aplicando 200 V a través del canal fluidico. Al cabo de 1 minuto las
muestras se inmovilizaron en la posicion estirada afiadiendo 60 ul de la solucién de oligos del gancho G 500 nM al
pocillo que contenia el electrodo cargado negativamente mientras se continuaba aplicando voltaje durante 5
minutos. Después de la inmovilizacién la solucion de TAE se retird y se remplazé por reactivo anti-
fotoblanqueamiento para la formacién de imagenes.

14.4 FORMACION DE IMAGENES

Se tomaron imagenes de los portaobjetos en Nikon Eclipse TE2000E equipado con una fuente de luz de haluro
metalico (X-cite 120, Exfo Corporation) y una lente para aceite de inmersiéon 60X (Plan Apo VC, Nikon AN de 1,4).
Para cada campo de vision, se tomaron 4 imagenes a diferentes longitudes de onda de excitacion (480, 545, 580 y
622) con una camara Orca Ag CCD (Hamamatsu) bajo el control de Metamorph (Universal Imaging Corporation) o
programas disefiados expresamente para tal fin. Las imagenes fueron tratadas con programas para el tratamiento de
imagenes disefiados expresamente para tal fin.

14.5 ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos primarios se extrajeron de las imagenes tratadas utilizando programas disefiados expresamente para tal
fin. Los datos se normalizaron a los recuentos medios para las aplicaciones de control en cada muestra. Para
determinar si un gen era "detectado” por el sistema, los recuentos obtenidos para cada gen a partir de hibridaciones
que contenian ARN se compararon con los recuentos medios de dos controles negativos utilizando un ensayo de la t
de Student. El numero de genes detectados fue de 441 (87%) y 445 (88%) en la muestra NUm.1 y Num. 2,
respectivamente.

Un grafico de dispersion (la Figura muestra valores de la sefial log, normalizados y promedio para cada muestra
positiva (n=3) para los 509 genes. Los genes que fueron significativamente diferentes en las dos muestras se
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identificaron por medio de un ensayo de la T de los valores sefial en la muestra Num. 2 frente a la muestra Num. 1.
En el grafico de mas abajo, las lineas continuas indican el umbral regulado al alza 2 veces (linea de color negro) y el
umbral regulado a la baja 2 veces (linea de color gris) con respecto a la muestra NUm. 1. Los genes con cambios de
veces significativos (valor de p < 0,05) se muestran con diamantes rellenos de color negro. Los genes cuyos valores
de p de cambio de veces fueron inferiores a este umbral se muestran en cuadrados de color negro vacios.

15. EJEMPLO 10: DETECCION DE PEQUENAS MANCHAS

Como se ha mencionado anteriormente, las regiones de anclaje a la marca de una region del armazén del
nanoinformador tienen una longitud de 10 nm a 10000 nm, pero preferiblemente se corresponden intimamente con
la mancha mas pequefa que se pueda detectar con una 6ptica convencional, que es de alrededor de 300 nm. Las
manchas de diferentes colores (distinguibles espectralmente) se pueden resolver espacialmente a espaciamientos
mas cercanos que las manchas del mismo color. Es posible colocar una, dos, tres o cuatro manchas de diferentes
colores entre dos manchas del mismo color, y resolver aun espectralmente y espacialmente todas las manchas.
También es posible reducir significativamente la distancia entre dos manchas del mismo color.

A menudo se piensa en los limites de resolucidon espacial, es decir, que diferencian manchas estrechamente
espaciadas del mismo color, como limites dificiles, esto es, los Criterios de Rayleigh (Inoue, S., Spring, Video
Microscopy (Plenum Press, 1997), pag. 30). Existen muchas técnicas para ir mas alld de estos limites que implican
técnicas de formacién de imagenes y/o tratamiento de imagenes diferentes. Por la parte de la formacion de
imagenes, la iluminacién estructurada es un método para resolver manchas del mismo color que estan espaciadas
mas cercanas juntas. Se ha demostrado 50 nm pero, en teoria, la resoluciéon con iluminacion estructurada es
ilimitada (Gustafsson, 2005, Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.S.A. 102:13081-13086). Por la parte del tratamiento de
imagenes, el modelado de la mezcla es una técnica eficaz para ir mas alla de los limites cominmente aceptados
(Thomann et ah, 2002, J. Microsc. 211:230-248). La combinacion de estas técnicas permite nanoinformadores
drasticamente mas pequefios con manchas mas pequefias, correspondiendo a regiones de anclaje a la marca de
menos de 50 nm.

Estos menores espaciamientos de las manchas podrian permitir informadores drasticamente mas pequefios y mas
estables, un mayor numero de coédigos, asi como un mayor grado de multiplexado antes de sobrepasar el umbral de
entrelazamiento (para una explicacion de los umbrales de entrelazamiento, véase el ejemplo 9 (descrito en la
Seccion 14) anterior. La contrapartida de elaborar las manchas mucho mas pequefia y los informadores mucho mas
cortos seria la disminucion de la sefial y tiempos de barrido mas cortos. Sin embargo, otros avances técnicos, tales
como, fuentes de luz mas brillantes, y CCD mas eficaces pueden compensar el aumento de los tiempos de barrido
haciendo estos enfoques razonables.
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REIVINDICACIONES
1. Un par de sondas que comprende una primera sonda y una segunda sonda,
(a) siendo dicha primera sonda un complejo que comprende:

(i) una primera molécula que comprende una primera regién de anclaje a la marca a la que se
anclan uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefial y una segunda
region de anclaje a la marca, que no es solapante con la primera region de anclaje a la marca, a la que se
anclan uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituyen una segunda sefal;

(i) una primera secuencia especifica de la diana anclada a la primera molécula, y
(iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha primera molécula,

(b) siendo dicha segunda sonda una segunda molécula, que comprende
(i) una segunda secuencia especifica de la diana;

(ii) opcionalmente, una tercera regién de anclaje a la marca a la que se anclan uno o mas
monomeros marcadores que emiten luz que constituye una tercera sefial; y

(iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha segunda molécula;

donde la primera secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica de la diana se unen a regiones
diferentes de la misma molécula diana,

donde la molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural o el
complemento de dicho ADNc,

donde cuando dicho par de sondas se une a su molécula diana, la identidad de la primera y segunda sefiales y sus
localizaciones relativas entre si constituyen al menos parte de un cédigo que identifica la molécula diana,

donde la primera, la segunda, y la tercera regiones de anclaje a la marca son secuencias de nucleétidos
predeterminadas,

donde la primera, la segunda, y la tercera sefiales son distinguibles espacialmente, y

donde una primera molécula de ADN o ARN se hibrida a la primera regiéon de anclaje a la marca, a cuya dicha
primera molécula de ADN o ARN se unen dichos uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye
dicha primera sefal; y donde una segunda molécula de ADN o ARN se hibrida a la segunda regiéon de anclaje a la
marca, a cuya dicha segunda molécula de ADN o ARN se unen dichos uno o mas monémeros marcadores que
emiten luz que constituye dicha segunda sefial.

2. Un par de sondas que comprende una primera sonda y una segunda sonda,
(a) siendo dicha primera sonda un complejo que comprende:

(i) una primera molécula que comprende una primera regién de anclaje a la marca a la que se
anclan uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una primera sefial y una segunda
region de anclaje a la marca, que no es solapante con la primera region de anclaje a la marca, a la que se
anclan uno o0 mas monoémeros marcadores que emiten luz que constituye una segunda sefal;

(ii) una primera secuencia especifica de la diana anclada a la primera molécula, y
(iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha primera molécula,

(b) siendo dicha segunda sonda una segunda molécula, que comprende
(i) una segunda secuencia especifica de la diana;

(i) opcionalmente, una tercera regién de anclaje a la marca a la que se anclan uno o mas
monomeros marcadores que emiten luz que constituye una tercera sefial; y

(iii) una etiqueta de afinidad anclada a dicha segunda molécula;

donde la primera secuencia especifica de la diana y la segunda secuencia especifica de la diana se unen a regiones
diferentes de la misma molécula diana,
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donde la primera sefal, la segunda sefial y la tercera sefal son distinguibles espacialmente; donde la molécula
diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula de origen natural o el complemento de dicho
ADNC,

donde cuando dicho par de sondas se une a su molécula diana, la identidad de la primera y segunda sefales y sus
localizaciones relativas entre si constituyen al menos parte de un cédigo que identifica la molécula diana,

donde la primera, la segunda, y la tercera regiones de anclaje a la marca son secuencias de nucledtidos
predeterminadas, y

donde una primera molécula de ADN o ARN se hibrida a la primera region de anclaje a la marca, a cuya dicha
primera molécula de ADN o ARN se unen dichos uno o0 mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye
dicha primera sefal; y donde una segunda molécula de ADN o ARN se hibrida a la segunda region de anclaje a la
marca, a cuya dicha segunda molécula de ADN o ARN se unen dichos uno o0 mas monémeros marcadores que
emiten luz que constituye dicha segunda sefial.

3. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, donde se hibridan una pluralidad de primeras moléculas de ADN o
ARN a la primera region de anclaje a la marca, a cuyas moléculas de ADN o ARN se unen dichos uno o mas
mondmeros marcadores que emiten luz que constituye dicha primera sefial; y donde una pluralidad de segundas
moléculas de ADN o ARN se hibridan a la segunda region de anclaje a la marca, a cuyas segundas moléculas de
ADN o ARN se unen dichos uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye dicha segunda sefal.

4. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la segunda sonda comprende una tercera
region de anclaje a la marca a la que se anclan uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye
una tercera sefal.

5. El par de sondas de la reivindicacion 4, donde dicha tercera regién de anclaje es una secuencia de nucleétidos
predeterminada, y donde una tercera molécula de ARN se hibrida a la tercera regién de anclaje a la marca, a cuya
tercera molécula de ARN se anclan dichos uno o mas monémeros marcadores que emiten luz que constituye dicha
tercera sefial.

6. El par de sondas de la reivindicacion 5, donde cuando el par de sondas se une a su molécula diana, el cédigo
comprende la identidad de la primera sefal, la segunda sefal y la tercera sefial y sus localizaciones relativas entre
si.

7. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, donde el cédigo comprende la identidad de la primera y segunda
sefiales, sus localizaciones relativas entre si, y el tamafio de la mancha resultante de al menos una de dichas
senales.

8. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la primera y la segunda moléculas son
moléculas de acido nucleico.

9. El par de sondas de la reivindicacion 8, donde las regiones de anclaje a la marca y las secuencias especificas de
la diana son secuencias de nucleétidos predeterminadas.

10. El par de sondas de la reivindicacién 9, en el que dichos uno o mas mondmeros marcadores se anclan
covalentemente a los acidos nucleicos hibridados a sus respectivas regiones de anclaje.

11. El par de sondas de la reivindicacion 10, donde dichos acidos nucleicos se hibridan a las respectivas regiones de
anclaje por medio de uno o mas acidos nucleicos que forman puentes unidos no covalentemente.

12. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la primera y la segunda secuencias especificas de la
diana no estan marcadas con uno o mas cualesquiera de dichos monémeros marcadores.

13. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la segunda molécula comprende
adicionalmente una cuarta regiéon de anclaje a la marca, que no se solapa con la tercera region de anclaje a la
marca, a la que se anclan uno o mas mondémeros marcadores que emiten luz que constituye una cuarta sefial.

14. El par de sondas de la reivindicacion 13, donde cuando el par de sondas se une a su molécula diana, el cédigo
comprende la identidad de la primera sefal, la segunda sefal, la tercera sefial y la cuarta sefial y sus localizaciones
relativas entre si.

15. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde una primera molécula de ARN se hibrida a
la primera regidon de anclaje a la marca, a cuya primera molécula de ARN se unen dichos uno 0 mas monomeros
marcadores que emiten luz que constituyen dicha primera sefial; y donde una segunda molécula de ARN se hibrida
a la segunda region de anclaje a la marca, a cuya segunda molécula de ARN se unen dichos uno o0 mas monémeros
marcadores que emiten luz que constituyen dicha segunda sefial.
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16. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde las etiquetas de afinidad se anclan
covalentemente a la primera molécula o a la segunda molécula.

17. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, donde los monémeros marcadores anclados a la primera region
de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye dicha primera sefal, donde los
monomeros marcadores anclados a la segunda regidén de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda,
cuya luz constituye la segunda sefial y donde los mondmeros marcadores anclados a la tercera regién de anclaje a
la marca, si estuvieran presentes, emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye la tercera sefial.

18. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, donde al menos una de la primera sefial y la segunda senfal
comprende luz a una pluralidad de diferentes longitudes de onda.

19. El par de sondas de las reivindicaciones 1 o 2, donde la primera, la segunda y la tercera sefiales son
espectralmente distinguibles.

20. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la primera y la segunda moléculas de
ARN tienen cada una de 100 a 3.000 nucleétidos de longitud o donde la primera y la segunda moléculas de ARN
tienen cada una de 500 a 1.500 nucledtidos de longitud.

21. El par de sondas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la segunda sonda es un complejo de
acido nucleico que comprende:

(a) la segunda molécula, donde la segunda molécula comprende una tercera regién de anclaje a la
marca a la cual se hibrida una tercera molécula de ARN, a cuya tercera molécula de ARN se unen uno o mas
monoémeros marcadores que emiten luz que constituye una tercera sefial; y

(b) la segunda secuencia especifica de la diana anclada a la segunda molécula,

donde el codigo comprende la identidad de la primera, la segunda y la tercera sefiales y sus localizaciones relativas
entre si.

22. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde los mondmeros marcadores anclados a la primera regiéon de
anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye dicha primera sefial; donde los
monoémeros marcadores anclados a la segunda region de anclaje a la marca emiten luz a la misma longitud de onda,
cuya luz constituye la segunda sefial; y donde los monédmeros marcadores anclados a la tercera region de anclaje a
la marca emiten luz a la misma longitud de onda, cuya luz constituye la tercera sefial.

23. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde al menos una de la primera sefal, la segunda sefal y la tercera
sefial comprende luz a una pluralidad de diferentes longitudes de onda.

24. El par de sondas de la reivindicacion 21, en el que la primera secuencia especifica de la diana y la segunda
secuencia especifica de la diana no estan marcadas con uno cualquiera o mas de dichos monémeros marcadores.

25. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde la primera, la segunda y la tercera sefiales son distinguibles
espectralmente.

26. El par de sondas de la reivindicaciéon 21, donde la primera y la tercera sefiales emiten a la misma o a las mismas
longitudes de onda.

27. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde la etiqueta de afinidad se une covalentemente a la primera
molécula.

28. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde la etiqueta de afinidad se une covalentemente a la segunda
molécula.

29. El par de sondas de la reivindicacion 21, donde la primera, la segunda y la tercera moléculas de ARN tienen
cada una de 100 a 3.000 nucledtidos o donde la primera, la segunda y la tercera moléculas de ARN tienen cada una
de 500 a 1.500 nucledtidos,

30. El par de sondas de las reivindicaciones 21-30, donde las moléculas de ARN comprenden una unica regién que
comprende una base repetida regularmente.

31. El par de sondas de la reivindicacion 30, donde la base repetida regularmente es uracilo modificado con
aminoalilo.

32. Un método para la deteccion de una molécula diana en una muestra biomolecular que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con un par de sondas de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-31 en condiciones que permitan la unién de la primera secuencia especifica de la diana y la
segunda secuencia especifica de la diana a la molécula diana y
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(i) detectar el codigo que identifica la molécula diana.

33. El método de la reivindicacion 32, que comprende adicionalmente la cuantificacién de la cantidad de dicha
molécula diana en dicha muestra biomolecular.

34. El método de las reivindicaciones 32 o 33, donde la concentracién de cada una de dichas primera y segunda
secuencias especificas de la diana esta en exceso de la concentracion de dicha molécula diana.

35. El método de las reivindicaciones 32-34, que comprende adicionalmente la etapa de estiramiento del par de
sondas unido y la molécula diana antes de la deteccién del cédigo que identifica la molécula diana.

36. El método de la reivindicacién 35, donde el estiramiento se realiza utilizando una técnica seleccionada del grupo
que consiste en estiramiento por flujo, una técnica de menisco en retraccion, electroestiramiento y constriccion en el
flujo de un liquido que contiene el nanoinformador junto con un campo eléctrico oscilante.

37. Un método de deteccién de una pluralidad de moléculas diana en una muestra biomolecular que comprende:

(i) poner en contacto dicha muestra con una poblacién de pares de sondas de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-31, en condiciones que permitan la unién de la primera secuencia especifica de la diana y
la segunda secuencia especifica de la diana de cada par de sondas a su molécula diana respectiva, donde cada par
de sondas en dicha poblaciéon cuando se une a su molécula diana respectiva esta asociada a un codigo distinguible,

y

(i) detectar los codigos que identifican la pluralidad de moléculas diana.

38. El método de la reivindicacion 37, que comprende adicionalmente cuantificar la cantidad de cada una de
dicha pluralidad de moléculas diana en dicha muestra biomolecular.

39. El método de las reivindicaciones 37-38, donde la concentracién de cada una de dichas primera y
segunda secuencias especificas de la diana de cada par de sondas de dicha poblacién estd en exceso de la
concentracion de su molécula diana respectiva.

40. El método de las reivindicaciones 37-39, que comprende adicionalmente la etapa de estiramiento de los
pares de sondas unidos y sus moléculas diana respectivas antes de detectar los cédigos que identifican la pluralidad
de moléculas diana.

41. El método de la reivindicacion 40, donde el estiramiento se realiza utilizando una técnica seleccionada
del grupo que consiste en estiramiento por flujo, una técnica de menisco en retraccién, electroestiramiento y
constriccion en el flujo de un liquido que contiene el nanoinformador junto con un campo eléctrico oscilante.
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