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DESCRIPCION
Deteccion multiplex de acidos nucleicos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud es una solicitud de patente de utilidad no provisional que reivindica la prioridad y se beneficia de la
siguiente solicitud de patente provisional prioritaria: USSN 60/691.834, presentada el 20 de junio de 2005, titulada
“Método de deteccion y recuento de células raras de poblaciones de células grandes heterogéneas” de Luo y Chen.

Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la deteccién de acidos nucleicos. La invencion incluye métodos para la
deteccion de acidos nucleicos, incluidos los métodos de deteccién de la presencia de dos o mas acidos nucleicos de
forma simultanea en una sola muestra. La solicitud también incluye composiciones y kits relacionados con estos
métodos.

Antecedentes de la invencion

El perfil de expresion génica global y otras tecnologias han identificado un gran nimero de genes cuya expresion
esta alterada, p. €j., en los tejidos enfermos o en los tejidos y las células tratadas con agentes farmacéuticos
(Lockhart y Winzeler (2000) “Genomics, gene expression and ADN arrays” Nature 405:827-36 y Gunther et al. (2003)
“Prediction of clinical drug efficacy by classification of drug-induced genomic expression profiles in vitro” Proc Natl
Acad Sci USA 100:9608-13. Estos genes se estan utilizando cada vez mas como biomarcadores en el diagndstico
de enfermedades, estadificacion y prondstico (Golub et al. (1999) “Molecular classification of cancer: class discovery
and class prediction by gene expression monitoring” Science 286:531-7), identificacion de dianas, validacion y
analisis de rutas (Roberts et al. (2000) “Signaling and circuitry of multiple MAPK pathways revealed by a matrix of
global gene expression profiles” Science 287:873-80); rastreo de farmacos (Hamadeh et al. (2002) “Prediction of
compound signature using high density gene expression profiling” Toxicol Sci 67:232-40 ); y estudios de eficacia de
farmacos, relacion estructura-actividad, toxicidad y interacciones farmaco - diana (Gerhold et al. (2001) “Monitoring
expression of genes involved in drug metabolism and toxicology using ADN microarrays” Physiol Genomics 5:161-70
y Thomas et al. (2001) “Identification of toxicologically predictive gene sets using cADN microarrays” Mol Pharmacol
60:1189-94 ). A medida que se identifican biomarcadores, su implicacion en el tratamiento de enfermedades y en el
desarrollo de farmacos tendra que ser evaluado para un mayor rendimiento y mayores poblaciones de las muestras.
Por lo tanto, se necesitan tecnologias de andlisis de la expresion génica mas flexibles y sencillas que permitan el
analisis de la expresion de multiples genes con una mayor calidad de los datos y un mayor rendimiento.

Los niveles de expresion de ARN tradicionalmente se han medido utilizando Northern blot y ensayos de proteccion
de nucleasa. Sin embargo, estos métodos levan mucho tiempo y tienen una sensibilidad limitada, y los datos
generados son mas cualitativos que cuantitativos en la naturaleza. Una mayor sensibilidad y cuantificacion son
posibles con los métodos basados en la reaccién en cadena de polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), tal
como la RT-PCR cuantitativa en tiempo real, pero estos enfoques tienen bajas capacidades multiplex (Bustin (2002)
“Quantification of MRNA using real-time reverse transcription PCR (RT-PCR): trends and problems” J Mol Endocrinol
29:23-39 y Bustin and Nolan (2004) “Pitfalls of quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction”
J Biomol Tech. 15:155-66 ). La tecnologia de micromatrices se ha utilizado extensamente en investigacion, pero su
sensibilidad moderada y el procedimiento experimental relativamente largo han limitado su uso en las aplicaciones
de perfiles de expresion de alto rendimiento (Epstein and Butow (2000) “Microarray technology - enhanced
versatility, persistent challenge” Curr Opin Biotechnol. 11:36-41).

La mayoria de los métodos actuales de cuantificacion del ARNm requieren el aislamiento de ARN, transcripcion
inversa y amplificacion de la diana, introduciendo cada uno de ellos una variabilidad que conduce a una precision
global del ensayo baja. Recientemente, se ha informado de un ensayo de seleccion multiple para la cuantificacion
del ARNm que combina la proteccion de nucleasa con la deteccion por red luminiscente (Martel et al. (2002)
“Multiplexed screening assay for mMRNA combining nuclease protection with luminescent array detection” Assay Drug
Dev Technol. 1:61-71). Aunque este ensayo tiene la ventaja de la medicion de transcritos de ARNm directamente a
partir de lisados de células, se informa de que la sensibilidad del ensayo y la reproducibilidad son limitadas. También
se informo de otro ensayo multiplex de ARNm sin la necesidad del aislamiento de ARN (Tian et al. (2004) “Multiplex
mRNA assay using electrophoretic tags for high-throughput gene expression analysis” Nucleic Acids Res. 32:e126).
Este ensayo asocia el ensayo de Invader® ARNm primario con pequefias moléculas fluorescentes eTags que se
pueden distinguir por electroforesis capilar por las diferentes relaciones de carga -masa de las eTags. Sin embargo,
este ensayo requiere el uso de un grupo de sondas de sefial eTagged especialmente disefiado y sintetizado, un
equipo de electroforesis capilar complicado, y un paquete especial de analisis de datos.

Otra tecnologia para la deteccién y cuantificacion de acidos nucleicos diana es la tecnologia de amplificacion de la
sefial de ADN ramificado tal y como se describe en p. ej. Hartley et al. (Drug Metabolism and Disposition, 2000, vol.
28, No. 5, p. 608-616).
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Entre otros aspectos, la presente invencidon proporciona métodos que superen las limitaciones indicadas
anteriormente y permitan la deteccion rapida, sencilla, sensible y de multiples ARNm (y/o otros acidos nucleicos) de
forma simultanea. Una comprension completa de la invencion se obtendra después del analisis de lo siguiente.

Compendio de la invencion

En un aspecto, la presente invencién proporciona métodos para la deteccion de los acidos nucleicos de interés. Los
acidos nucleicos son capturados en un soporte solido y luego detectados. También se describen aqui las
composiciones, kits y sistemas relacionados con estos métodos.

Una primera clase general de realizaciones incluye los métodos de deteccion de dos o mas acidos nucleicos de
interés. En estos métodos se proporcionan, una muestra que comprende o se sospecha que comprende los acidos
nucleicos de interés, dos o mas subgrupos de m extensores marcadores, en la que m es por lo menos dos, y un
sistema de marcaje de sondas. Cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse con uno de los
acidos nucleicos de interés. El sistema de marcaje de sondas comprende un marcador, y un componente del
sistema de marcaje de sondas capaz de hibridarse simultdneamente con por lo menos dos de los m extensores
marcadores de un subgrupo.

Los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra son capturados en un soporte sélido. Cada acido nucleico
de interés capturado en el soporte soélido se hibrida con su correspondiente subgrupo de m extensores marcadores,
y el sistema de marcaje de sonda se hibrida con los m extensores marcadores. A continuacion, se detecta la
presencia o ausencia del marcador sobre el soporte sélido. Dado que el marcador esta asociado con el acido
nucleico de interés a través de la hibridacion de los extensores marcadores y del sistema de marcaje de la sonda,
se establece una correlacion entre la presencia o ausencia del marcador sobre el soporte solido y la presencia o
ausencia del acido nucleico de interés en el soporte sdlido y por lo tanto en la muestra original.

En una clase de realizaciones, se proporciona una poblacion combinada de las particulas que constituyen el soporte
soélido. La poblacion se compone de dos o mas subgrupos de particulas, y una pluralidad de particulas de cada
subgrupo se distingue de una pluralidad de particulas de cada uno de los otros subgrupos. Las particulas en cada
subgrupo se han asociado con un tipo sonda de captura diferente. También se proporcionan dos o mas subgrupos
de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz
de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de captura de cada subgrupo son capaces
de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de esta manera cada subgrupo de n extensores de
captura con un subgrupo seleccionado de las particulas. Cada uno de los acidos nucleicos de interés presentes en
la muestra se hibrida con el correspondiente subgrupo de n extensores de captura y el subgrupo de n extensores de
captura se hibrida con la sonda de captura correspondiente, capturando de este modo el acido nucleico del
subgrupo de particulas con el que estan asociados los extensores de captura.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se identifican por lo menos una parte de las particulas de cada
subgrupo vy se detecta la presencia o ausencia de marcaje en esas particulas. Dado que existe una correlacion
entre un subgrupo especifico de particulas y un acido nucleico de interés particular, los subgrupos de particulas que
tienen el marcador presente indican cuales de los acidos nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

En otra clase de realizaciones, el soporte sélido comprende dos o mas sondas de captura, donde cada sonda de
captura se dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte solido. Se proporcionan dos o mas subgrupos de
n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de captura de cada subgrupo son capaces de
hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de esta manera cada subgrupo de n extensores de captura
con una posicion seleccionada en el soporte sélido. Cada uno de los acidos nucleicos de interés presentes en la
muestra se hibrida con el subgrupo de n extensores de captura correspondiente y el subgrupo de n extensores de
captura se hibrida con la sonda de captura correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el soporte sélido en
la posicion seleccionada con la que estan asociados los extensores de captura.

Por lo general, en esta clase de formas de realizaciones, se detecta la presencia o ausencia del marcador en las
posiciones seleccionadas sobre el soporte sélido. Dado que existe una correlacion entre una posicion particular en el
soporte y un acido nucleico de interés particular, las posiciones que presentan un marcador indican cuales de los
acidos nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

Las diversas etapas de captura e hibridaciéon pueden llevarse a cabo simultineamente o secuencialmente, en
cualquier orden conveniente. P. €j., en realizaciones en las que se emplean extensores de captura, cada acido
nucleico de interés puede hibridarse con el subgrupo de m extensores marcadores correspondiente y con el
subgrupo de n extensores de captura correspondiente, y a continuacion, los extensores de captura pueden
hibridarse con las sondas de captura asociadas con el soporte sélido.

Estos métodos son Utiles para la deteccion multiplex de acidos nucleicos, opcionalmente deteccién altamente
multiplexada. Por lo tanto, los dos o mas acidos nucleicos de interés (p. €j., los acidos nucleicos que van a ser
detectados) opcionalmente comprenden cinco o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o incluso
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100 o mas acidos nucleicos de interés, mientras que los dos o mas subgrupos de m extensores marcadores
comprenden cinco o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o incluso 100 o mas subgrupos de m
extensores marcadores. En realizaciones en las que se utilizan extensores de captura, soportes sdlidos en
particulas, y/o soportes soélidos espacialmente direccionables, se proporcionan un nimero similar de subgrupos de
extensores de captura, subgrupos de particulas, y/o posiciones seleccionadas sobre el soporte solido.

El sistema de sonda de marcaje incluye opcionalmente un preamplificador, un multimero de amplificaciéon, y una
sonda de marcaje, en el que el pre-amplificador es capaz de hibridarse simultdneamente con por lo menos, dos de
los extensores marcaje m y con una pluralidad de multimeros de amplificacion, y en el que el multimero de
amplificacion es capaz de hibridarse simultaneamente con el preamplificador y con una pluralidad de sondas
marcadoras. En una clase de realizaciones, la sonda marcadora comprende el marcador.

En un aspecto, el marcador es un marcador fluorescente. La deteccidon de la presencia del marcador en las
particulas comprende de este modo la deteccion de una sefial fluorescente del marcador. Estos métodos se pueden
usar opcionalmente para cuantificar las cantidades de los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra. P. gj.,
en una clase de realizaciones, se mide una intensidad de sefial del marcador, p. ej., para cada subgrupo de
particulas o la posicion seleccionada en el soporte sdlido, y se relacion6 con la cantidad del acido nucleico de interés
correspondiente presente.

Como se sefald anteriormente, un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Generalmente, el
componente del sistema de sonda marcadora que se hibrida con los dos o mas extensores marcadores es un
multimero de amplificacion o preamplificador. Por lo tanto, en un aspecto, el sistema de sonda marcadora
comprende un multimero de amplificacién o preamplificador, siendo el multimero de amplificacion o preamplificador
capaz de hibridarse con los por lo menos dos extensores marcadores , y el sistema de sonda marcadora se hibrida
con los m extensores marcadores a una temperatura de hibridacion, siendo la temperatura de hibridacion mayor que
la temperatura de fusion T, del complejo formado por cada extensor marcador individual y el multimero de
amplificacion o preamplificador. La temperatura de hibridacion es generalmente alrededor de 5° C o superior que la
Tm, P- €j., aproximadamente 7° C o superior, aproximadamente 10° C o superior, aproximadamente 12° C o superior,
aproximadamente 15° C o superior, aproximadamente 17° C o superior, o incluso aproximadamente 20° C o superior
que la Tm.

Cada extensor marcador comprende generalmente una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria a
una secuencia de polinucledtidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia de polinucledtidos
L-2 que es complementaria a una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora. En
una clase de realizaciones, los m extensores marcadores de un subgrupo tienen L-1 5' de L-2 o tienen cada uno
tiene L-1 3' de L-2. La longitud de L-2 puede variar. P. €j., la secuencia de L-2 puede tener una longitud de 20
nucledtidos o menos, p. €j., L-2 puede tener de 9 y 17 nucledtidos de longitud o de 12y 15 o de 13 y 15 nucleodtidos
de longitud.

En cualquiera de las distintas etapas, los materiales no capturados en el soporte sélido se separan opcionalmente
del soporte. P. ej., después de la hibridacion de los acidos nucleicos, de los extensores marcadores , de las sondas
de bloqueo opcionales, de los extensores de captura opcionales, y de las sondas de captura unidas al soporte
opcionales, el soporte se lava opcionalmente para eliminar los acidos nucleicos y las sondas no unidas; después de
la hibridacion de los extensores marcadores y del multimero de amplificacion opcional, el soporte opcionalmente se
lava para eliminar multimero de amplificacién no unido, y/o después de la hibridacion de las sondas marcadoras con
el multimero de amplificacion, el soporte se lava opcionalmente para eliminar la sonda marcadora no unida antes de
la deteccion del marcador.

Estos métodos se pueden utilizar para detectar la presencia de los acidos nucleicos de interés basicamente en
cualquier tipo de muestra. Por ejemplo, la muestra puede proceder de un animal, un ser humano, una planta, una
célula cultivada, un virus, una bacteria, un patégeno, y/o un microorganismo. La muestra incluye, opcionalmente, un
lisado celular, un fluido intercelular, un fluido corporal (incluyendo, pero no limitandose a, sangre, suero, saliva, orina,
esputo, o liquido cefalorraquideo), y/o un medio de cultivo acondicionado, y puede proceder opcionalmente de un
tejido (p. €j., un homogeneizado de tejido), una biopsia, y/o un tumor. Del mismo modo, los acidos nucleicos pueden
ser basicamente cualquier acido nucleico deseado. A modo de ejemplo, los acidos nucleicos de interés pueden
proceder de uno o mas animales, de un ser humano, de una planta, de una célula cultivada, de un microorganismo,
de un virus, de una bacteria, o de un patégeno. En una clase de realizaciones, los dos o0 mas acidos nucleicos de
interés comprenden dos o0 mas ARNm.

La solicitud describe una composicion para la detecciéon de dos o mas acidos nucleicos de interés. En un aspecto, la
composicion incluye una poblacion combinada de particulas. La poblacién se compone de dos o mas subgrupos de
particulas, con una pluralidad de las particulas en cada subgrupo distinguible de una pluralidad de particulas de
cada otro subgrupo. Las particulas en cada subgrupo estan asociadas con una sonda de captura diferente. En otro
aspecto, la composicion incluye un soporte sélido que comprende dos o mas sondas de captura, donde cada sonda
de captura se dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte soélido.
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La composicion también incluye dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos,
dos o mas subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda
marcadora que comprende un marcador, en el que un componente del sistema de la sonda marcadora es capaz de
hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Cada subgrupo
de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de
captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar
cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas o con una posicion
seleccionada sobre el soporte sélido. Del mismo modo, cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacién, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares. La composicion incluye opcionalmente por lo menos uno de los
acidos nucleicos de interés.

La solicitud describe un kit para la deteccion de dos o mas acidos nucleicos de interés. En un aspecto, el kit incluye
una poblaciéon combinada de particulas. La poblacion comprende dos o mas subgrupos de particulas, con una
pluralidad de particulas de cada subgrupo que se distinguen de una pluralidad de particulas de cada otro subgrupo.
Las particulas en cada subgrupo estan asociadas a una sonda de captura diferente. En otro aspecto, el kit incluye un
soporte solido que comprende dos o mas sondas de captura, en el que cada sonda de captura se dispone en una
posicion seleccionada sobre el soporte sélido.

El kit también incluye dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos, dos 0 mas
subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora que
comprende un marcador, en el que un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los extensores marcadores m de un subgrupo. Cada subgrupo de n
extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de
captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y por lo tanto asociar cada
subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas o con una posicion
seleccionada sobre el soporte sélido. Del mismo modo, cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. Los componentes del kit se envasan en uno o mas recipientes.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizaciéon, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Otra clase general de realizaciones proporciona métodos de deteccién de uno o mas acidos nucleicos utilizando una
configuracion de extensor marcador novedosa. En estos métodos, se proporciona una muestra que comprende o se
sospecha que comprende los acidos nucleicos de interés, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores, en la
que m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora. Cada subgrupo de m extensores marcadores es
capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. El sistema de sonda marcadora que comprende un
marcador, y un componente del sistema de sonda marcadora (p. ej., un pre-amplificador o un multimero de
amplificacién) es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un
subgrupo. Cada extensor marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria a una
secuencia de polinucleotidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia de polinucleétidos L-2
que es complementaria a una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora, y en la
menos dos extensores marcadores (p. €j., los m extensores marcadores de un subgrupo) tienen cada uno L-1 5'de
L-2 o tienen cada uno L-1 3'de L-2.

Los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra son capturados en un soporte sélido. Cada acido nucleico
de interés capturado en el soporte sélido se hibrida con el subgrupo de extensores m de marcaje correspondiente, y
el sistema de sonda marcadora se hibrida con los m extensores marcadores a una temperatura de hibridacién. La
temperatura de hibridaciéon es mayor que la temperatura de fusion Tm de un complejo entre cada extensor marcador
individual y el componente del sistema de sonda marcadora. A continuacion, se detecta la presencia o ausencia del
marcador sobre el soporte sélido. Dado que el marcador esta asociado con el acido nucleico de interés mediante
hibridacion de los extensores marcadores y el sistema de sonda marcadora, se establece una correlacion entre la
presencia o ausencia del marcador sobre el soporte sélido y la presencia o ausencia del acido nucleico de interés en
el soporte sdlido y por lo tanto en la muestra original.
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Generalmente, el o los acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de interés, y el o los
subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m extensores marcadores.

En cuanto a los métodos descritos anteriormente, basicamente cualquier soporte solido adecuado puede ser
empleado. Por ejemplo, el soporte solido puede comprender particulas tales como microesferas, o puede
comprender un soporte practicamente plano y/o espacialmente direccionable. Los diferentes acidos nucleicos son
capturados opcionalmente por diferentes subgrupos de particulas distinguibles o en diferentes posiciones en un
soporte soélido espacialmente direccionable. Los acidos nucleicos de interés pueden ser capturados por el soporte
solido por diversas técnicas, p. €j., por unién directamente al soporte sélido o por unién a un resto unido al soporte, o
por medio de la hibridacién con otro acido nucleico unido al soporte sélido. Preferiblemente, los acidos nucleicos son
capturados por el soporte sélido mediante la hibridacién con los extensores de captura y las sondas de captura.

En una clase de realizaciones en la que uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés y uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos 0 mas subgrupos de m
extensores marcadores, se proporciona una poblacion combinada de particulas que constituyen el soporte sélido. La
poblacion comprende dos o mas subgrupos de particulas, y una variedad de particulas de cada subgrupo se
distingue de una variedad de particulas de cada otro subgrupo. Las particulas de cada subgrupo se han asociado
con una sonda de captura diferente.

También se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura , en donde n es por lo menos dos,. Cada
subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas. Cada uno
de los acidos nucleicos de interés presente en la muestra se hibrida con el correspondiente subgrupo de n
extensores de captura y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el subgrupo de particulas con el que los extensores de captura
estan asociados.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se identifican por lo menos una parte de las particulas de cada
subgrupo y se detecta la presencia o ausencia de marcador en esas particulas. Dado que existe una correlacion
entre un subgrupo especifico de particulas y un acido nucleico de interés particular, los subgrupos de particulas que
tienen el marcador presente indican cuales de los acidos nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

En otras formas de realizaciéon en las que uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés y uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos 0 mas subgrupos de m
extensores marcadores, los acidos nucleicos son capturados en diferentes posiciones en un soporte no particulado,
espacialmente direccionable. Por lo tanto, en una clase de realizaciones, el soporte so6lido comprende dos o mas
sondas de captura, en donde cada sonda de captura se dispone en una posicién seleccionada sobre el soporte
solido. Se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada
subgrupo de los n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con una posicion seleccionada en el soporte sélido. Cada
uno de los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra se hibrida con el subgrupo de n extensores de
captura correspondiente y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el soporte sélido en la posiciéon seleccionada con la que los
extensores de captura estan asociados.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se detecta la presencia o ausencia del marcador en las posiciones
seleccionadas sobre el soporte solido. Dado que existe una correlacion entre una posicién concreta en el soporte y
un acido nucleico de interés concreto, las posiciones que tiene un marcador presente indican cuales de los acidos
nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacion, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Otra clase general de realizaciones proporciona una composicion para la deteccién de uno o mas acidos nucleicos
de interés. La composicion incluye un soporte sélido que comprende una o mas sondas de captura, uno o mas
subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos, uno o mas subgrupos de m extensores
marcadores, en sonde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora que comprende un marcador.
Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta
manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con el soporte solido. Cada subgrupo de m extensores
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marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. Un componente del sistema de
sonda marcadora (p. ej. un preamplificador o multimero de amplificaciéon) es capaz de hibridarse simultaneamente
con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Cada extensor marcador comprende una
secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria con una secuencia de polinucleétidos del acido nucleico
de interés correspondiente y una secuencia de polinucledtidos L-2 que es complementaria con una secuencia de
polinucledtidos del componente del sistema de sonda marcadora, y los m extensores marcadores de un subgrupo
tienen cada uno L-1 5'de L-2 o tienen cada uno L-1 3'de L-2.

En una clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura , uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas grupos de m extensores
marcadores, y el soporte sélido comprende una poblacion combinada de particulas. La poblaciéon comprende dos o
mas subgrupos de particulas. Una pluralidad de las particulas de cada subgrupo se distinguen de una pluralidad de
las particulas de otro subgrupo, y las particulas de cada subgrupo se asocian con una sonda de captura diferente.
Los extensores de captura en cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta
manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas.

En otra clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura , uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos 0 mas subgrupos de m extensores
marcadores, y el soporte solido comprende dos o mas sondas de captura, en donde cada sonda de captura se
dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte sélido. Los extensores de captura de cada subgrupo son
capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores
de captura con una posiciéon seleccionada sobre el soporte sélido.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacién, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Por ejemplo, el sistema de sonda marcadora puede incluir un multimero de amplificacién o un preamplificador,
donde el multimero de amplificacion o el preamplificador son capaces de hibridarse con por lo menos dos
extensores marcadores. La composicion incluye opcionalmente uno o mas acidos nucleicos de interés, en donde
cada acido nucleico de interés se hibrida con el subgrupo de m extensores marcadores correspondiente y con el
subgrupo de n extensores de captura correspondiente, que a su vez se hibrida con la sonda de captura
correspondiente. El multimero de amplificacion o el preamplificador se hibrida con los m extensores marcadores. La
composicion se mantiene a una temperatura de hibridacién mayor que una temperatura de fusion T, de un complejo
formado por un extensor marcador individual y el multimero de amplificacion o el preamplificador (p. e€j.,
aproximadamente 5°C o superior, aproximadamente 7°C o superior, aproximadamente 10°C o superior,
aproximadamente 12°C o superior, aproximadamente 15°C o superior, aproximadamente 17°C o superior, 0
aproximadamente 20°C o superior que la Ty).

La solicitud describe un kit para la deteccion de uno o mas acidos nucleicos de interés. El kit incluye un soporte
soélido que comprende una o mas sondas de captura, uno o mas subgrupos de n extensores de captura , donde n es
por lo menos dos, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un
sistema de sonda marcadora que comprende un marcador. Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de captura de cada subgrupo son capaces de
hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura
con el soporte solido. Cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos
nucleicos de interés. Un componente del sistema de sonda marcadora (p. €j., un preamplificador o multimero de
amplificacion) es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un
subgrupo. Cada extensor marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria con
una secuencia de polinucledtidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia de polinucleétidos
L-2 que es complementaria con una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora,
y los m extensores marcadores de un subgrupo tienen cada uno L-1 5'de L-2 o L-1 3'de L-2. Los componentes
del kit se envasan en uno o mas recipientes. El kit también incluye opcionalmente instrucciones para usar el kit para
capturar y detectar los acidos nucleicos de interés, una o mas soluciones amortiguadoras (p. €j., amortiguador de
lisis, diluyente, amortiguador de hibridacion, y/o amortiguador de lavado), estandares que comprenden uno o mas
acidos nucleicos a una concentracion conocida, y/o similares.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacion, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
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extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Por ejemplo, en una clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n
extensores de captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas grupos de m
extensores marcadores, y el soporte sélido comprende una poblacion combinada de particulas. La poblacion se
compone de dos 0 mas subgrupos de particulas. Una pluralidad de las particulas de cada subgrupo se distinguen de
una pluralidad de las particulas de otro subgrupo, y las particulas de cada subgrupo se asocian con una sonda de
captura diferente. Los extensores de captura en cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de
captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las
particulas.

En otra clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m extensores
marcadores, y el soporte solido comprende dos o mas sondas de captura, en el que cada sonda de captura se
dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte sélido. Los extensores de captura de cada subgrupo son
capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores
de captura con una posicién seleccionada sobre el soporte sélido.

Sin embargo, ofra clase general de realizaciones proporciona métodos de captura de un marcador para un primer
acido nucleico de interés en un ensayo multiple en donde se detectan dos o mas acidos nucleicos de interés. En
estos métodos se proporciona una muestra que comprende el primer acido nucleico de interés y que también
comprende o se sospecha que comprenda uno o mas de los otros acidos nucleicos de interés. Se proporciona un
primer subgrupo de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y también un sistema de sonda
marcadora que comprende el marcador. El primer subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse
con el primer acido nucleico de interés, y un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores del primer subgrupo. El primer acido
nucleico de interés se hibrida con el primer subgrupo de m extensores marcadores, y el sistema de sonda
marcadora se hibrida con los m extensores marcadores, capturando asi el marcador para el primer acido nucleico de
interés.

Basicamente todas las caracteristicas observadas para las formas de realizacion anteriores se aplican también a
estos métodos, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la configuracion de los extensores marcadores,
numero de extensores marcadores por subgrupo, composicién del sistema de sonda marcadora, tipo de marcador,
numero de acidos nucleicos de interés, fuente de la muestra y/o de los acidos nucleicos; y/o similares.

Sin embargo, otra clase general de realizaciones proporciona métodos de capturar un marcador de un acido
nucleico de interés. En estos métodos, se proporcionan m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos.
Los m extensores marcadores son capaces de hibridarse con el acido nucleico de interés. También se proporciona
un sistema de sonda marcadora que comprende el marcador. Un componente del sistema de sonda marcadora es
capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores. Cada extensor
marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria con una secuencia del
polinucleétido del acido nucleico de interés y una secuencia de polinucleétidos L-2 que es complementaria con una
secuencia del polinucledtido del componente del sistema de sonda marcadora, y los m extensores marcadores cada
uno tiene L-1 5' de L-2 o donde los m extensores marcadores tienen cada uno L-1 3' de L-2. El acido nucleico de
interés se hibrida con los m extensores marcadores, y el sistema de sonda marcadora se hibrida con los m
extensores marcadores a una temperatura de hibridacién, capturando asi el marcador del acido nucleico de interés.
Preferiblemente, la temperatura de hibridacion es mayor que una temperatura de fusion T, de un complejo formado
por cada extensor marcador individual y el componente del sistema de sonda marcadora.

Basicamente todas las caracteristicas observadas para las formas de realizacién anteriores también se aplican a
estos métodos, como relevantes; p. ej., con respecto a la configuracion de los extensores marcadores, niumero de
extensores marcadores por subgrupo, composicion del sistema de sonda marcadora, tipo de marcador; y/o
similares.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1 ilustra esquematicamente un ensayo ADNb estandar tipico.

Figura 2 Secciones A-E representa esquematicamente un ensayo de deteccion de acido nucleico multiplex, en el
que los acidos nucleicos de interés son capturados en subgrupos distinguibles de microesferas y posteriormente
detectados.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2434915713

Figura 3 Secciones A-D representa esquematicamente un ensayo de deteccion de acido nucleico multiplex, en el
que los acidos nucleicos de interés son capturados en posiciones seleccionadas sobre un soporte solido y
detectados posteriormente.La Seccién A muestra una vista superior del soporte sélido, mientras que las Secciones
B-D muestran el soporte en seccion transversal.

Figura 4 Seccion A representa esquematicamente una configuracion del extensor marcador en doble Z. La
Seccion B muestra esquematicamente una configuracion del extensor marcador cruciforme. La Seccion C
representa un grafico de barras que compara la luminiscencia observada en los ensayos ADNb utilizando los
extensores marcadores en doble Z o extensores marcadores cruciformes.

Los esquemas de las figuras no son necesariamente a escala.
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que se entiende cominmente por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece la
invencion. Las siguientes definiciones son complementarias de las del estado de la técnica y estan dirigidas a esta
solicitud concreta y no para ser atribuidas a cualquier caso relacionado o no relacionado, p. €j., a cualquier patente o
solicitud de ordinaria. Aunque cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en este
documento pueden ser utilizados en la practica para el ensayo de la presente invencion, los materiales y métodos
preferidos se describen en este documento. En consecuencia, la terminologia usada en este documento es a efectos
de describir las solamente realizaciones particulares, y no para ser limitante.

Tal como se utiliza descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una” “el”’ y “la” incluyen
plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, p. €j., la referencia a “una molécula” incluye
una pluralidad de tales moléculas, y similares.

El término “aproximadamente” se utiliza en esta memoria para indicar el valor de una cantidad dada que varia £ 10
% del valor, o opcionalmente + 5 % del valor, o en algunas formas de realizacion, + 1 % del valor asi descrito.

El término “polinucledtido” (y el término equivalente “acido nucleico”) abarca cualquier cadena fisica de unidades de
monomeros que pueden corresponder a una cadena de nucledtidos, incluyendo un polimero de nucleétidos (p. €j.,
un polimero de ADN o de ARN tipico), acidos nucleicos peptidicos (PNA), oligonucleétidos modificados (p. €j.,
oligonucledtidos que comprenden nucleotidos que no son ARN o ADN biolégicos tipicos, tales como oligonucledétidos
2'-O- metilados), y similares. Los nucleétidos del polinucledtido pueden ser desoxirribonucleétidos, ribonucledtidos o
analogos de nucledtidos, pueden ser naturales o no naturales, y pueden ser no sustituidos, no modificados,
sustituidos o modificados. Los nucledtidos pueden estar unidos por enlaces fosfodiéster, o por enlaces de
fosforotioato, enlaces metilfosfonato, enlaces boranofosfato, o similares. El polinucleétido puede comprender
adicionalmente elementos no nucledtidicos tales como marcadores, apagadores, grupos de bloqueo, o similares. El
polinucleétido puede ser, p. €j., de cadena sencilla o de doble cadena.

Una “secuencia de polinucledtido” o una “secuencia de nucledtidos” es un polimero de nucleétidos (un
oligonucledtido, un ADN, un acido nucleico, etc) o una cadena de caracteres que representa un polimero de
nucleétidos, dependiendo del contexto. A partir de cualquier secuencia de polinucleétidos especificada, se puede
determinar ya sea el acido nucleico dado o la secuencia de polinucleétidos complementaria (p. €j., el acido nucleico
complementario).

Dos polinucleotidos se “hibridan” cuando se asocian para formar un acido nucleico de doble cadena estable, p. €j.,
en condiciones de ensayo adecuadas. Los acidos nucleicos hibridan debido a una variedad de fuerzas fisico-
quimicas bien caracterizadas, tales como enlaces de hidrogeno, exclusion de disolvente, apilamiento de bases y
similares. Una guia amplia para la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) “Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes”, parte | capitulo 2,
“Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays” (Elsevier, New York), asi como
en Ausubel, infra.

La “Tm” (temperatura de fusién) de una doble cadena de acido nucleico en las condiciones especificadas (p. €j.,
condiciones de ensayo adecuadas) es la temperatura a la cual la mitad de los pares de bases en una poblacion de
acidos nucleicos de doble cadena estan disociados y la mitad estan asociados. La T, de un acido nucleico de doble
cadena concreto, se puede calcular y/o medir, p. €j., mediante la obtencion de una curva de desnaturalizacion
térmica de los acidos nucleicos de doble cadena (donde la Tr, es la temperatura correspondiente al punto medio de
la transicion observada desde la forma de doble cadena a la de cadena sencilla).

El término “complementario” se refiere a un polinucleétido que forma una doble cadena estable con su
“complemento”, p. €j., en condiciones de ensayo adecuadas. Generalmente, dos secuencias de polinucledtidos que
son complementarias entre si tienen desajustes en menos de aproximadamente 20 % de las bases, en menos de
aproximadamente 10 % de las bases, preferiblemente en menos de aproximadamente el 5 % de las bases, y mas
preferiblemente no tienen desajustes.
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Un “extensor de captura” o “CE” es un polinucleétido que es capaz de hibridarse con un acido nucleico de interés y
con una sonda de captura. El extensor de captura generalmente tiene una primera secuencia de polinucleétidos C-1,
que es complementaria con la sonda de captura, y una segunda secuencia de polinucleétidos C-3, que es
complementaria con una secuencia de polinucleétidos del acido nucleico de interés. Las secuencias C-1 y C-3
generalmente no son complementarias entre si. El extensor de captura es preferentemente de cadena sencilla.

Una “sonda de captura” o “CP” es un polinucleétido que es capaz de hibridarse con por lo menos un extensor de
captura y que esta fuertemente unida (p. ej., covalentemente o no covalentemente, directamente o a través de un
enlace, p. €j., estreptavidina-biotina o similares) a un soporte sélido, un soporte sélido espacialmente direccionable,
una portaobjetos, una lamina, una microesfera, o similares. La sonda de captura comprende generalmente por lo
menos una secuencia de polinucleétidos C-2 que es complementaria a la secuencia de polinucleétidos C-1 de por lo
menos un extensor de captura. La sonda de captura es preferentemente de cadena sencilla.

Un “extensor marcador” o “LE” es un polinucleétido capaz de hibridarse con un acido nucleico de interés y con un
sistema de sonda marcadora. El extensor marcador tiene generalmente una primera secuencia de polinucleétidos L-
1, que es complementaria de una secuencia de polinucledtidos del acido nucleico de interés, y una segunda
secuencia de polinucleétidos L-2, que es complementaria de una secuencia de polinucleétidos del sistema de sonda
marcadora (p. €j., L-2 puede ser complementaria de una secuencia de polinucledtidos de un multimero de
amplificaciéon, un preamplificador, una sonda marcadora, o similares). El extensor marcador es preferentemente de
cadena sencilla.

Un “marcador” es un resto que facilita la deteccién de una molécula. Los marcadores comunes en el contexto de la
presente invencion son fluorescentes, luminiscentes, de dispersién de luz y/o marcadores colorimétricos. Los
marcadores adecuados incluyen enzimas y restos fluorescentes, asi como radionuclidos, sustratos, cofactores,
inhibidores, restos quimioluminiscentes, particulas magnéticas, y similares. Entre las patentes que ensefian el uso
de tales marcadores se incluyen las patentes de EE.UU Nos. 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345;
4.277.437; 4.275.149, y 4.366.241. Muchos marcadores estan disponibles comercialmente y se pueden utilizar en el
contexto de la invencion.

Un “sistema de sonda marcadora” comprende uno o mas polinucleétidos que comprenden colectivamente un
marcador y por lo menos dos secuencias de polinucleétidos M-1, cada uno de los cuales es capaz de hibridarse con
unextensor marcador. El marcador proporciona una sefal, directa o indirectamente. La secuencia de los
polinucleétidos M-1 es generalmente complementaria a la secuencia L-2 de los extensores marcadores. Por lo
menos dos secuencias de polinucledtidos M-1 son secuencias opcionalmente secuencias idénticas o diferentes. El
sistema de sonda marcadora puede incluir una pluralidad de sondas marcadoras (p. €j., una pluralidad de sondas de
marcadoras idénticas) y un multimero de amplificacién; que opcionalmente también incluye un preamplificador o
similar, u, opcionalmente, incluye solo las sondas marcadoras, por ejemplo.

Un “multimero de amplificacion” es un polinucleétido que comprende una pluralidad de secuencias de
polinucledtidos M-2, por lo general (pero no necesariamente) secuencias de polinucledtidos M-2 idénticas. La
secuencia de polinucleétidos M-2 es complementaria de una secuencia de polinucleétidos de la sonda marcadora. El
multimero de amplificacion incluye también por lo menos una secuencia de polinucleétidos capaz de hibridarse con
un extensor marcador o con un acido nucleico que se hibrida con el extensor marcador, p. €j., un preamplificador.
Por ejemplo, el multimero de amplificacion incluye, opcionalmente, por lo menos una (y preferiblemente por lo
menos dos) secuencia de polinucledtidos M-1, opcionalmente secuencias M-1 idénticas; la secuencia de
polinucledtidos M-1 es generalmente complementaria a la secuencia de polinucleétidos L-2 de extensor marcador.
Del mismo modo, el multimero de amplificacién incluye opcionalmente por lo menos una secuencia de polinucleétido
que es complementario de una secuencia de polinucleétidos del preamplificador. EI multimero de amplificacion
puede ser, p. €j., acido nucleico lineal o ramificado. Como se ha indicado para todos los polinucleétidos, el multimero
de amplificacién puede incluir nucleétidos modificados y/o enlaces entre nucledtidos no estandar, asi como
desoxirribonucleotidos estandar, ribonucledtidos, y/o enlaces fosfodiéster. Los multimeros de amplificacion
adecuados se describen, p. €j., en los documentos de patente EE.UU 5.635.352, EE.UU 5.124.246, EE.UU
5.710.264 y EE.UU 5.849.481.

Una “sonda marcadora” o "LP” es un polinucledtido monocatenario que comprende un marcador (u opcionalmente,
que esta configurado para unirse a un marcador) que directa o indirectamente proporciona una sefial detectable. La
sonda marcadora comprende generalmente una secuencia de polinucledtidos que es complementaria de la
secuencia de polinucleétidos M - 2 repetida del multimero de amplificacion, sin embargo, si no se utiliza multimero
de amplificacion en el ensayo de ADNDb, la sonda marcadora puede, p. €j., hibridarse directamente con un extensor
marcador.

Un “preamplificador” es un acido nucleico que sirve de intermediario entre uno o mas extensores marcadores y los
multimeros de amplificacion. Generalmente, el pre-amplificador es capaz de hibridarse simultdneamente con por lo
menos dos extensores marcadores y a una pluralidad de multimeros de amplificacion.
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Un “microesfera” es una particula pequefia esférica, 0 mas o menos esférica. Una microesfera tiene generalmente
un diametro inferior a aproximadamente 1000 micrémetros (p. €j., inferior a aproximadamente 100 micrometros,
opcionalmente inferior a aproximadamente 10 micrometros).

Un “microorganismo” es un organismo de tamafio microscopico o submicroscépico. Los ejemplos incluyen, pero no
se limitan a, bacterias, hongos, levaduras, protozoos, algas microscépicas (p. €j., algas unicelulares), virus (que se
incluyen generalmente en esta categoria, aunque no son capaces de crecer y la reproducirse fuera de células
huésped), agentes subvirales, viroides, y micoplasmas.

Una primera secuencia de polinucleétidos que se encuentra “5' de” una segunda secuencia de polinucleétidos de
una cadena de acido nucleico esta situada mas cerca del extremo 5' de la cadena de la segunda secuencia de
polinucleétidos. Del mismo modo, una primera secuencia de polinucleétidos que se encuentra “3' de” una segunda
secuencia de polinucledtidos en una cadena de acido nucleico esta situada mas cerca del extremo 3' de la cadena
de la segunda secuencia de polinucleodtidos.

Varios términos adicionales estan definidos o caracterizados en la presente memoria.
Descripcion detallada

La presente invencion proporciona métodos, composiciones y kits para la deteccion de acidos nucleicos, en
particular para deteccidon multiplex. Los acidos nucleicos de interés son capturados en un soporte sélido y, a
continuacion se detectan, preferiblemente en un ensayo de ADN de cadena ramificada.

La tecnologia de amplificacion de la sefial de cadena ramificada de ADN (ADNDb) se ha utilizado, p. €j., para detectar
y cuantificar transcriptos de ARNm en lineas celulares y para determinar las cargas virales en la sangre. El ensayo
de ADNDb es un procedimiento de hibridaciéon sandwich de acidos nucleicos que permite la medicion directa de la
expresion del ARNm, p. ej., a partir de lisado celular bruto. Se proporciona la cuantificacion directa de moléculas de
acido nucleico a niveles fisioldgicos. Varias ventajas de la tecnologia la distinguen de otras tecnologias de
amplificacion de ADN/ARN, incluyendo la amplificacién lineal, una buena sensibilidad y el rango dinamico, gran
precision y exactitud, procedimiento de preparacion de la muestra simple, y variacion de muestra a muestra
reducida.

En resumen, en un ensayo de ADND tipico para el andlisis de la expresion génica (Figura 1), un ARNm diana cuya
expresion se va a detectar se libera de las células y es capturado por una Sonda de Captura (CP) sobre una
superficie solida (p. ej., un pocillo de una placa de microtitulacién) por medio de sondas de oligonucledtidos
sintéticos llamadas extensores de captura (CE). Cada extensor de captura tiene una primera secuencia de
polinucledtidos que puede hibridarse con el ARNm diana y una segunda secuencia de polinucleétidos que puede
hibridarse con la sonda de captura. Generalmente, se utilizan dos o mas extensores de captura. Sondas de otro tipo,
denominadas extensores marcadores (LE), hibridan con diferentes secuencias en el ARNm diana y con secuencias
en un multimero de amplificacién. Ademas, las sondas de bloqueo (BP), que hibridan con las regiones del ARNm
diana no ocupadas por CE o LE, se utilizan a menudo para reducir la unién de la sonda a una diana no especifica.
Una grupo de sondas para un ARNm dado consta por lo tanto de CE, LE, y opcionalmente BP para el ARNm diana.
Los CE, LE, y BP son complementarios con secuencias que no se solapan en el ARNm diana, y son generalmente,
pero no necesariamente, contiguos.

La amplificacion de la sefial comienza con la unién de LE al ARNm diana. Después generalmente el multimero de
amplificacién se hibrida con LE. El multimero de amplificacion tiene multiples copias de una secuencia que es
complementaria de una sonda marcadora (vale la pena sefialar que el multimero de amplificacion es generalmente,
pero no necesariamente, un acido nucleico de cadena ramificada, por ejemplo, el multimero de amplificacion puede
ser un acido nucleico ramificado, en forma de horquilla, o de peine o un acido nucleico lineal). Un marcador, p. €j., la
fosfatasa alcalina, se une covalentemente a cada sonda marcadora. (Alternativamente, el marcador puede no estar
covalentemente unido a las sondas marcadoras.) En la etapa final, los complejos marcados se detectan, p. €j., por la
degradacion de la fosfatasa alcalina - mediada de por sustrato quimiolumigenico, p. €j., dioxetano. La luminiscencia
se presenta como unidad de luz relativa (RLU) en un lector de microplacas. La cantidad de quimioluminiscencia es
proporcional al nivel de ARNm expresado por del gen diana.

En el ejemplo anterior, el multimero de amplificacion y las sondas marcadoras comprenden un sistema de sonda
marcadora. En otro ejemplo, el sistema de sonda marcadora comprende también un preamplificador, p. €j., como se
describe en los documentos de patente EE.UU. 5.635.352 y EE.UU. 5.681.697, que ademas amplifican la sefial de
un solo ARNm diana. También en otro ejemplo, los extensores marcadores hibridan directamente con las sondas
marcadoras y no se utiliza multimero de amplificacion o preamplificador, de este modo la sefial procedente de una
molécula de ARNm diana se amplifica solamente con el grupo de extensores marcadores distintos que hibridan con
el ARNm.

Los ensayos de ADND basicos se han descrito convenientemente. Véanse, p. €j., los documentos EE.UU. 4.868.105
de Urdea et al. de titulo “Solution phase nucleic acid sandwich assay”; EE.UU. 5.635.352 de Urdea et al. de titulo
“Solution phase nucleic acid sandwich assays having reduced background noise”; EE.UU. 5.681.697 a Urdea et al.
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de titulo “Solution phase nucleic acid sandwich assays having reduced background noise and kits therefor “; EE.UU.
5.124.246 de Urdea et al. de titulo “Nucleic acid multimers and amplified nucleic acid hybridization assays using
same”; EE.UU. 5.624.802 de Urdea et al. de titulo “Nucleic acid multimers and amplified nucleic acid hybridization
assays using same”; EE.UU. 5.849.481 de Urdea et al. de titulo “Nucleic acid hybridization assays employing large
comb-type branched polynucleotides”; EE.UU. 5.710.264 de Urdea et al. de titulo “Large comb type branched
polynucleotides”; EE.UU. 5.594.118 de Urdea y Horn de titulo “Modified N-4 nucleotides for use in amplified nucleic
acid hybridization assays”; EE.UU. 5.093.232 de Urdea y Horn de titulo “Nucleic acid probes”; EE.UU. 4.910.300 de
Urdea y Horn titulada “Method for making nucleic acid probes”; EE.UU. 5.359.100, EE.UU. 5.571.670, EE.UU.
5.614.362, EE.UU. 6.235.465, EE.UU. 5.712.383, EE.UU. 5.747.244, EE.UU. 6.232.462, EE.UU. 5.681.702, EE.UU.
5.780.610, EE.UU. 5.780.227 de Sheridan et al. de “Oligonucleotide probe conjugated to a purified hydrophilic
alkaline phosphatase and uses thereof’; EE.UU. N ° de publicacion de solicitud de patente EE.UU 2002172950 de
Kenny et al. de titulo “Highly sensitive gene detection and localization using in situ branched-ADN hybridization”;
Wang et al. (1997) “Regulation of insulin preRNA splicing by glucose” Proc Nat Acad Sci EE.UU 94:4360-4365;
Collins et al. (1998) “Branched ADN (bADN) technology for direct quantification of nucleic acids: Design and
performance” in Gene Quantification, F Ferre, ed .; y Wilber y Urdea (1998) “Quantification of HCV RNA in clinical
specimens by branched ADN (bADN) technology” Methods in Molecular Medicine: Hepatitis C 19:71-78. Ademas, los
kits para la realizacion de ensayos de bADN basicos (kits de QuantiGene®, que comprenden instrucciones y
reactivos tales como multimeros de amplificaciéon, sondas marcadoras marcadas con fosfatasa alcalina, sustrato
quimiolumigénico, sondas de captura inmovilizadas sobre un soporte sélido, y similares ) comercialmente
disponibles de, p. €j., Panomics, Inc. (en la pagina de internet ( (www.) ) Panomics.com). El software para el disefio
de los grupos de sondas para un ARNm diana dado (p. €j., para el disefio de las regiones de CE, LE, y
opcionalmente de BP que son complementarias a la diana) también esta comercialmente disponible ( p. €j.,
ProbeDesigner®) de Panomics, Inc., véase también Bushnell et al (1999) “ProbeDesigner: for the design of probe
sets for branched ADN (bADN) signal amplification assays Bioinformatics 15:348-55 ). El ensayo de bADN basico,
sin embargo, permite la deteccion de una sola diana de acido nucleico por ensayo, mientras que, como se ha
descrito anteriormente, con frecuencia es deseable la deteccién de multiples acidos nucleicos.

Entre otros aspectos, la presente invencion proporciona ensayos de ADNb multiplex que se pueden utilizar para la
deteccién simultanea de dos o mas acidos nucleicos diana. Del mismo modo, un aspecto de la presente invencién
proporciona ensayos ADND, sencillos o multiplex, que tienen el ruido de fondo debido a sucesos de hibridacion no
especifica reducido.

En general, en los ensayos de la invencion, se utilizan dos o mas extensores marcadores para capturar un Unico
componente del sistema de sonda marcadora (p. e€j., un preamplificador o multimero de amplificacion). La
temperatura de ensayo y la estabilidad del complejo entre un unico LE y el componente del sistema de sonda
marcadora (p. €j., el preamplificador o multimero de amplificacion) se pueden controlar de tal manera que la union
de un unico LE al componente no sea suficiente para asociar de manera estable el componente con un acido
nucleico al que esta unido el LE, mientras que la unién simultanea de dos o mas LE con el componente puede
asociarlo con el acido nucleico. El requerimiento de tal hibridacién cooperativa de multiples LE para que el sistema
de sonda marcadora capture el acido nucleico de interés tiene como resultado una alta especificidad y una baja
hibridacién cruzada de fondo del LE con otros acidos nucleicos no diana.

Para que un ensayo consiga una alta especificidad y sensibilidad, tiene que tener preferentemente un ruido de fondo
bajo, resultado de, p. €j., una de hibridacion cruzada minima. Este ruido de fondo bajo y la hibridaciéon cruzada
minima son generalmente bastante mas dificiles de lograr en un ensayo mudltiple que un ensayo sencillo, debido a
que el numero de posibles interacciones no especificas se incrementan en gran medida en un ensayo multiple
debido al aumento del numero de sondas utilizadas en la ensayo (p. €j., el mayor nimero de CE y LE). El
requerimiento de multiples interacciones simultaneas entre LE y los componentes del sistema de sonda marcadora
para que el sistema de sonda marcadora capture un acido nucleico diana minimiza la posibilidad de que se produzca
la captura no especifica, aun cuando por ejemplo se produzcan algunas interacciones no especificas CE- LE o LE -
CP. Esta reduccion del ruido de fondo por medio de la minimizacién de los eventos de hibridacién cruzada no
deseables facilita por consiguiente la deteccion multiplex de los acidos nucleicos de interés.

Los métodos de la invencion se pueden utilizar, p. €j., para la deteccion miultiplex de dos o mas acidos nucleicos de
forma simultanea, incluso a partir de muestras complejas, sin necesidad de purificacion previa de los acidos
nucleicos. En un aspecto, estos métodos implican la captura de los acidos nucleicos por particulas (p. €j., subgrupos
distinguibles de microesferas), mientras que en otro aspecto, los acidos nucleicos se capturan en un soporte soélido
espacialmente direccionable. También se describen composiciones, kits y sistemas relacionados con estos métodos.

Métodos

Como se ha indicado, un aspecto de la invencién proporciona ensayos de acidos nucleicos multiplex. Por lo tanto,
una clase general de realizaciones incluye métodos de deteccién de dos o mas acidos nucleicos de interés. En estos
métodos, una muestra que comprende o se sospecha de que comprende los acidos nucleicos de interés, se
proporcionan dos o mas subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de
sonda marcadora. Cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos
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nucleicos de interés. El sistema de sonda marcadora comprende un marcador, y un componente del sistema de
sonda marcadora es capaz de hibridarse simultdneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores
en un subgrupo.

Los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra se capturan en un soporte solido. Cada acido nucleico de
interés capturado en el soporte solido se hibrida con su correspondiente subgrupo de m extensores marcadores, y el
sistema de sonda marcadora se hibrida con los m extensores marcadores. A continuacién, se detecta la presencia o
ausencia del marcador sobre el soporte solido. Dado que el marcador esta asociado con el acido nucleico de interés
por medio de la hibridacidon de los extensores marcadores y el sistema de sonda marcadora, se establece una
correlacion entre la presencia o ausencia del marcador sobre el soporte sélido y la presencia o ausencia del acido
nucleico de interés en el soporte sdlido y por lo tanto en la muestra original.

Basicamente, cualquier soporte so6lido adecuado se puede utilizar en estos métodos. Por ejemplo, el soporte sélido
puede comprender particulas tales como microesferas, o puede comprender un soporte practicamente plano y/o
espacialmente direccionable. Se capturan distintos acidos nucleicos de manera opcional en diferentes subgrupos
distinguibles de particulas o en diferentes posiciones en un soporte sélido espacialmente direccionable. Los acidos
nucleicos de interés pueden ser capturados por soporte sélido mediante cualquiera de una variedad de técnicas, p.
€j., mediante la unién directamente al soporte sélido o mediante la union a un resto unido al soporte, o por medio de
la hibridacién con otro acido nucleico unido al soporte sélido. Preferiblemente, los acidos nucleicos son capturados
por el soporte sélido por medio de la hibridaciéon con extensores de captura y sondas de captura.

En una clase de realizaciones, se proporciona una poblacion combinada de las particulas que constituyen el soporte
soélido. La poblacion se compone de dos o mas subgrupos de particulas, y una pluralidad de particulas de cada
subgrupo se distingue de una pluralidad de particulas de cada uno de los otros subgrupos. Las particulas en cada
subgrupo se han asociado con un tipo sonda de captura diferente. (Generalmente, practicamente todas las
particulas de cada subgrupo son distinguibles de practicamente todas de las particulas de cada otro subgrupo.) Las
particulas de cada subgrupo estan asociadas con una sonda de captura diferente.

También se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada
subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas. Cada uno
de los acidos nucleicos de interés presente en la muestra se hibrida con el correspondiente subgrupo de n
extensores de captura y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el subgrupo de particulas con el que los extensores de captura
estan asociados.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se identifican por lo menos una parte de las particulas de cada
subgrupo y se detecta la presencia o ausencia de marcador en esas particulas. Dado que existe una correlacion
entre un subgrupo especifico de particulas y un acido nucleico de interés particular, los subgrupos de particulas que
tienen el marcador presente indican cuales de los acidos nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

Basicamente, se puede utilizar cualquier particula adecuada, p. €j., particulas con caracteristicas distinguibles que
se pueden unir a las sondas de captura. Por ejemplo, en una clase preferida de formas de realizacion, las particulas
son microesferas. Las microesferas de cada subgrupo se pueden de las de otros subgrupos, p. €j., sobre la base de
su espectro de emision fluorescente, su diametro, o una combinacion de los mismos. Por ejemplo, las microesferas
de cada subgrupo pueden estar ser marcadas con un colorante fluorescente Unico o con una mezcla de colorantes,
puntos cuanticos con espectros de emision distinguibles, y/o similares. A modo de otro ejemplo, las particulas de
cada subgrupo se pueden identificar con un cédigo de barras &ptico, Unico para ese subgrupo, presente en las
particulas.

Las particulas tienen opcionalmente caracteristicas deseables adicionales. Por ejemplo, las particulas pueden ser
magnéticas o paramagnéticas, proporcionando medios convenientes para la separacion de las particulas de la
solucion, p. ej., para simplificar la separacion de las particulas a partir de cualquier material no unido a las particulas.

En otras realizaciones, los acidos nucleicos se capturan en diferentes posiciones sobre un soporte no particulado,
sélido espacialmente direccionable. Por lo tanto, en una clase de realizaciones, el soporte sélido comprende dos o
mas sondas de captura, en donde cada sonda de captura se dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte
solido. Se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada
subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con una posicion seleccionada en el soporte sélido. Cada
uno de los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra se hibrida con su correspondiente subgrupo de n
extensores de captura y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el soporte sélido en la posiciéon seleccionada con la que los
extensores de captura estan asociados.
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Por lo general, en esta clase de realizaciones, se detecta la presencia o ausencia del marcador en las posiciones
seleccionadas sobre el soporte solido. Dado que existe una correlaciéon entre una posicién concreta en el soporte y
un acido nucleico de interés concreto, las posiciones que tiene un marcador presente indican cuales de los acidos
nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

El soporte solido generalmente tiene una superficie plana y es generalmente rigido, pero basicamente cualquier
soporte solido espacialmente direccionable se puede adaptar a la practica de la presente invencién. Los materiales
ejemplo de soporte sdlido incluyen, pero no se limitan a, vidrio, silicio, silice, cuarzo, plastico, poliestireno, nylon y
nitrocelulosa. A modo de ejemplo, se puede formar una matriz de sondas de captura en posiciones seleccionadas
sobre un portaobjetos de vidrio como soporte sélido.

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento en donde se utilizan extensores de captura para
capturar los acidos nucleicos en un soporte sdlido, n, el nUmero de extensores de captura de un subgrupo, es por lo
menos uno, preferiblemente por lo menos dos, y mas preferiblemente por lo menos tres. N puede ser por lo menos
cuatro o por lo menos cinco o mas. Normalmente, pero no necesariamente, n es a lo sumo diez. Por ejemplo, n
puede ser de tres y diez, p. €j., de cinco y diez o de cinco y siete, ambos inclusive. El uso de un menor nimero de
extensores de captura puede ser ventajoso, por ejemplo, en las realizaciones en las que los acidos nucleicos de
interés son se van a detectar especificamente a partir de muestras que incluyen otros acidos nucleicos con
secuencias muy similares a la de los acidos nucleicos de interés. En otras formas de realizacion (p. ej., formas de
realizacion en las que se desea la captura de la mayor cantidad de acido nucleico como sea posible), sin embargo, n
puede ser mayor de 10, p. €j., de 20 y 50. N puede ser el mismo para todos los subgrupos de extensores de captura,
pero no necesariamente, p. €j., un subgrupo puede incluir tres extensores de captura, mientras que otro subgrupo
incluye cinco extensores de captura. Los n extensores de captura de un subgrupo hibridan preferiblemente con
secuencias de polinucleétidos que no se solapan en el acido nucleico de interés correspondiente. Las secuencias de
polinucleétidos que no se solapan pueden ser, pero no necesariamente, consecutivas dentro del acido nucleico de
interés.

Cada extensor de captura es capaz de hibridarse con la sonda de captura correspondiente. El extensor de captura
incluye generalmente una secuencia de polinucledtidos C-1 que es complementaria con una secuencia de
polinucleétidos C-2 en su correspondiente sonda de captura. La captura de los acidos nucleicos de interés por medio
de la hibridaciéon con los extensores de captura y con las sondas de captura implica opcionalmente la hibridacion
cooperativa. En un aspecto, los extensores de captura y las sondas de captura estan configurados como se describe
en la solicitud de patente de EE.UU. 60/680.976 presentada el 12 de mayo de 2005 por Luo et al., de titulo “Multiplex
branched-chain DNA assays.”

La sonda de captura puede incluir la secuencia de polinucleétidos ademas de C-2 o C-2 puede comprender la
secuencia de polinucledtidos completa de la sonda de captura. Por ejemplo, cada sonda de captura incluye
opcionalmente una secuencia de enlace entre el sitio de unién de la sonda de captura a las particulas y la secuencia
C-2 (p. €j., una secuencia de enlace que contiene 8 T, a modo de un ejemplo posible).

Estos métodos son Utiles para la deteccion multiplex de acidos nucleicos, opcionalmente deteccién altamente
multiplexada. Por lo tanto, los dos o mas acidos nucleicos de interés (p. €j., los acidos nucleicos que van a ser
detectados) opcionalmente comprenden cinco o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o incluso
100 o mas acidos nucleicos de interés, mientras que los dos o mas subgrupos de m extensores marcadores
comprenden cinco o mas, 10 o mas, 20 o mas, 30 o mas, 40 o mas, 50 o mas, o incluso 100 o mas subgrupos de m
extensores marcadores. En realizaciones en las que se utilizan extensores de captura, soportes sdlidos en
particulas, y/o soportes soélidos espacialmente direccionables, se proporcionan un nimero similar de subgrupos de
extensores de captura, subgrupos de particulas, y/o posiciones seleccionadas sobre el soporte solido.

El sistema de sonda marcadora incluye opcionalmente un multimero de amplificacién y una pluralidad de sondas
marcadoras, donde el multimero de amplificacion es capaz de hibridarse con los extensores marcadores y a una
pluralidad de sondas marcadoras. En otro aspecto, el sistema de sonda marcadora incluye un preamplificador, una
pluralidad de multimeros de amplificacion, y una pluralidad de sondas marcadoras, en donde el preamplificador se
hibrida con los extensores marcadores, y los multimeros de amplificacion hibridan con el preamplificador y a la
pluralidad de sondas marcadoras. A modo de otro ejemplo, el sistema de sonda marcadora puede incluir sélo las
sondas marcadoras, que hibridan directamente con los extensores marcadores. En una clase de realizaciones, la
sonda marcadora comprende el marcador, p. €j., un marcador unido covalentemente. En otras formas de realizacion,
la sonda marcadora se configura para que se una a un marcador, p. €j., una sonda marcadora de biotina puede
unirse a un marcador asociado de estreptavidina.

El marcador puede ser basicamente cualquier marcador conveniente que directa o indirectamente proporcione una
sefial detectable. En un aspecto, el marcador es un marcador fluorescente (p. €j., un fluoréforo o punto cuantico). La
deteccion de la presencia del marcador en las particulas consiste por lo tanto en la deteccién de una sefial
fluorescente del marcador. En realizaciones en las que el soporte solido comprende particulas, la emision
fluorescente del marcador es generalmente distinguible de cualquier emision fluorescente de las particulas, p. €j.,
microesferas, y son posibles muchas combinaciones adecuadas de microesferas fluorescentes-marcadores
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fluorescentes. Como otros ejemplos, el marcador puede ser un marcador luminiscente, un marcador de dispersion
de luz (p. €j., particulas de oro coloidal), o una enzima (p. €j., HRP).

Como se sefald anteriormente, un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Generalmente, el
componente del sistema de sonda marcadora que se hibrida con los dos o mas extensores marcadores es un
multimero de amplificacion o preamplificador. Preferiblemente, la unién de un Unico extensor marcador al
componente del sistema de sonda marcadora (p. €j., el multimero de amplificacién o preamplificador) es insuficiente
para capturar el sistema de sonda marcadora del acido nucleico de interés al que se une el extensor marcador. Por
lo tanto, en un aspecto, el sistema de sonda marcadora comprende un multimero de amplificacién o preamplificador,
siendo el multimero de amplificacién o preamplificador capaz de hibridarse con los por lo menos dos extensores
marcadores , y el sistema de sonda marcadora se hibrida (o sus componentes) se hibrida con los m extensores
marcadores a una temperatura de hibridacion, siendo la temperatura de hibridacion mayor que la temperatura de
fusion T, de un complejo formado por cada extensor marcador individual y el multimero de amplificacién o
preamplificador. La temperatura de hibridacion es generalmente alrededor de 5° C o superior que la Tm, p. €j.,
aproximadamente 7° C o superior, aproximadamente 10° C o superior, aproximadamente 12° C o superior,
aproximadamente 15° C o superior, aproximadamente 17° C o superior, o incluso aproximadamente 20° C o superior
que la Tn,. Vale la pena sefialar que la temperatura de hibridaciéon puede ser la misma o diferente que la temperatura
a la que los extensores marcadores y los extensores de captura opcionales hibridan con los acidos nucleicos de
interés.

Cada extensor marcador generalmente incluye una secuencia de polinucledtidos L-1 que es complementaria de una
secuencia de polinucledtidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia de polinucleétidos L-2
que es complementaria de una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora (p.
ej., el preamplificador o multimero de amplificacion). Es evidente que la cantidad de solapamiento entre cada
extensor marcador individual y el componente del sistema de sonda marcadora (es decir, la longitud de L-2 y M-1)
afecta a la Ty, del complejo formado por el extensor marcador y el componente, como lo hace, p. €j., la cantidad de
bases GC de las secuencias de L-2 y M-1. Opcionalmente, todos los extensores marcadores tienen la misma
longitud de secuencia de L-2 y/o idénticas secuencias de polinucledtidos L-2. Alternativamente, los distintos
extensores marcadores pueden tener diferente longitud y/o secuencia de polinucledtidos en las secuencias L-2.
También es evidente que el nUmero de extensores marcadores necesarios para que el componente captura de
manera estable el acido nucleico de interés depende, en parte, de la cantidad de solapamiento entre los extensores
marcadores y el componente (es decir, la longitud de L-2 y M-1).

Se puede lograr la captura estable del componente del sistema de la sonda marcadora por medio de por lo menos
dos extensores marcadores , p. €j., reduciendo al minimo la captura de los acidos nucleicos extrafos, por ejemplo,
equilibrando el nimero de extensores marcadores que se unen al componente, la cantidad de solapamiento entre
los extensores marcadores y el componente la longitud de L-2 y M-1), y/o la astringencia de las condiciones bajo las
cuales hibridan los extensores marcadores y el componente.

Se puede determinar experimentalmente, por ejemplo por un experto en la técnica, la combinacién adecuada de la
cantidad de complementariedad entre los extensores marcadores y el componente del sistema de la sonda
marcadora, el nimero de extensores marcadores que se unen al componente, y la astringencia de la hibridacion,.
Por ejemplo, se puede elegir un niumero determinado de extensores marcadores y unas condiciones de hibridacion
determinadas, mientras que el nimero de nucledtidos que son complementarios con los extensores marcadores y el
componente va variando hasta que la hibridacién de los extensores marcadores con un acido nucleico captura el
componente con el acido nucleico mientras que la hibridacién de un Unico extensor marcador no capta de manera
eficiente el componente. La astringencia se puede controlar, por ejemplo, por medio del control de la concentracion
de formamida, de la concentracion de sal caotrépica, de la concentracion de sal, del pH, del contenido de disolvente
organico, y/o de la temperatura de hibridacion.

Como se ha sefialado, la Tr, de cualquier acido nucleico de doble cadena se puede medir directamente, utilizando
técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, se puede obtener una curva de desnaturalizacion térmica para el
doble cadena, el punto medio de la cual corresponde a la Tr. Es obvio que tales curvas de desnaturalizacion se
pueden conseguir en condiciones que tengan basicamente cualquier pH, concentracién de sal, contenido de
disolvente, y/o similares, relevante.

La T de una doble cadena en particular (p. €j., una T, aproximada) también se puede calcular. Por ejemplo se
puede calcular la T, de una doble cadena oligonucleétido-diana utilizando el siguiente algoritmo, que incorpora los
parametros termodinamicos contiguos mas cercanos: Tn, (Kelvin) = AH%/ (AS° + R InC;), donde los cambios en la
entalpia estandar (AH°) y la entropia (AS°) se calcularon a partir de los parametros termodinamicos contiguos mas
cercanos (ver, p. €j., SantalLucia (1998) “A unified view of polymer, dumbbell, and oligonucleotide DNA nearest-
neighbor thermodynamics” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1460-1465 , Sugimoto et al. (1996) “Improved
thermodynamic parameters and helix initiation factor to predict stability of DNA duplexes” Nucleic Acids Research 24:
4501-4505, Sugimoto et al. (1995) “Thermodynamic parameters to predict stability of RNA/DNA hybrid duplexes”
Biochemistry 34:11211-11216 , y et al. (1998) “Thermodynamic parameters for an expanded nearest-neighbor model
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for formation of RNA duplexes with Watson-Crick base pairs” Biochemistry 37: 14719-14735), R es la constante de
los gases ideales (1.987 cal‘K 'moL-1 ) y Ct es la concentracion molar del oligonucledtido. La Tr, calculada se
corrige de manera optional para la concentracidn de sal, p. e]., para la concentracién de Na®, utilizando la férmula
1Tm (Na*) = 1/Tm (1M) + (4.29f (G C)-3,95) x10 ®° In [Na'] + 9,40x10° In? [Na']. Para mas detalles véase, p. €j.
Owczarzy et al. (2004) “Effects of Sodium lons on DNA Duplex Oligomers: Improved Predictions of Melting
Temperatures” Biochemistry 43:3537-355. En Internet se encuentra disponible una calculadora en la pagina
scitools.idtdna.com/analyzer/oligocalc.aspse para estimar Tn, utilizando los algoritmos anteriores. En el estado de la
técnica se conocen otros algoritmos para calcular Tr, y se aplican opcionalmente en la presente invencion.

Generalmente, el componente del sistema de sonda marcadora (p. e€j., el multimero de amplificacion o
preamplificador) es capaz de hibridarse simultaneamente con dos de los m extensores marcadores de un subgrupo,
aungue opcionalmente se hibrida con tres, cuatro, 0 mas extensores marcadores. En una clase de realizaciones, p.
€j., en las formas de realizacion en donde dos (o mas) extensores marcadores se unen al componente del sistema
de sonda marcadora, la secuencia de L-2 tiene una longitud de 20 nucleétidos o menos. Por ejemplo, L-2 tener una
longitud de 9 y 17 nucledtidos, p. €j., de 12 y 15 nucledtidos de longitud, de 13 y 15 nucleétidos de longitud, o de 13
y 14 nucledtidos de longitud. Como se ha sefialado, m es por lo menos dos, y puede ser por lo menos tres, por lo
menos menos cinco, por lo menos 10, o mas. M puede ser igual o diferente de un subgrupo a otro subgrupo de
extensores marcadores.

Los extensores marcadores se pueden configurar de varias formas. Por ejemplo, los dos extensores marcadores
que hibridan con el componente del sistema de sonda marcadora pueden asumir una disposicién cruciforme, con un
extensor marcador que tenga L-1 5' de L-2 y el otro extensor marcador que tenga L-1 3' de L-2. Inesperadamente,
sin embargo, una configuracién en la que el extremo 5' o el extremo 3' de los dos extensores marcadores se hibrida
con el acido nucleico, mientras que el otro extremo se une al componente, produce una unién mas fuerte del
componente con el acido nucleico que la de una disposicién cruciforme de los extensores marcadores . Por lo tanto,
en una clase de realizaciones, por lo menos los dos extensores marcadores (p. €j., los m extensores marcadores de
un subgrupo) tienen cada uno L- 5' de L-2 o tiene cada uno L-1 3' de L-2. Por ejemplo, L-1, que se hibrida con el
acido nucleico de interés, puede estar en el extremo 5' de cada extensor marcador, mientras que L-2, que se hibrida
con el componente del sistema de sonda marcadora, se encuentra en el extremo 3' de cada extensor marcador(o
vice versa). L-1 y L-2 estan separados opcionalmente por una secuencia adicional. En una forma de realizacion
ejemplar, L-1 se encuentra en el extremo 5' del extensor marcador y tiene una longitud aproximada de 20-30
nucledtidos de longitud, L-2 se encuentra en el extremo 3' del extensor marcador y tiene una longitud aproximada
de 13-14 nucledtidos de longitud, y L-1 y L-2 estan separados por un espaciador (p. €j., 5 T).

Un extensor marcador, preamplificador, multimero de amplificacion, sonda marcadora, sonda de captura y/o
extensor de captura comprende opcionalmente por lo menos un nucleétido sintético. Por ejemplo, un extensor
marcador y el componente del sistema de sonda marcadora (p. ej., el multimero de amplificacion o el
preamplificador) comprenden opcionalmente, en posiciones complementarias, por lo menos un par de nucleétidos
sintéticos que se complementan entre si, pero que no se complementan con las bases de Watson - Crick tipicas del
ADN o ARN biolégico (p. €j., A, C, G, T, o U). Ejemplos de nucleétidos sintéticos incluyen, pero no se limitan a, los
nucleotidos Locked NucleicAcid® (de Exigon A/S, ((www.) ) exiqon.com; véase, p. €j., SantalLucia Jr. (1998) Proc
Natl Acad Sci 95:1460-1465 ) e isoG, isoC, y otros nucleotidos utilizados por el sistema AEGIS (Atrtificially Expanded
Genetic Information System, de EraGen Biosciences, ((www.) ) eragen.com; véanse, p. €j., las patentes EE.UU
6,001,983, EE.UU 6,037,120 , and EE.UU 6,140,496 ). El uso de estos pares de bases sintéticas (p. €j., los pares
de bases isoG —isoC) en las sondas puede, p. €j., reducir el ruido de fondo y/o simplificar el disefio de la sonda al
disminuir la hibridaciéon cruzada, o puede permitir el uso de sondas mas cortas (p. €j., secuencias L-2 y M-1 mas
cortas) cuando los pares de bases sintéticos tienen mayor afinidad de unién que los pares de bases naturales.

Estos métodos se pueden usar opcionalmente para cuantificar las cantidades de acidos nucleicos de interés
presentes en la muestra. Por ejemplo, en una clase de realizaciones, se mide una intensidad procedente del
marcador, p. €., para cada subgrupo de particulas o para la posiciéon seleccionada en el soporte sdlido, y se
establece una correlacion con la cantidad del acido nucleico de interés correspondiente presente.

Como se ha sefalado, las sondas de bloqueo opcionalmente también hibridan con los acidos nucleicos de interés, lo
que puede reducir el ruido de fondo del ensayo. Para un determinado acido nucleico de interés, los extensores
marcadores correspondientes, los extensores de captura opcionales, y las sondas de bloqueo opcionales son
complementarios preferiblemente de secuencias fisicamente distintas, que no se superponen en el acido nucleico de
interés, que son preferiblemente, pero no necesariamente, contiguas. Las Tr, de los complejos extensor de captura-
acido nucleico, extensor marcador-acido nucleico, y sonda de bloqueo-acido nucleico son preferentemente mayores
que la temperatura a la que los extensores de captura, los extensores marcadores, y/o las sondas de bloqueo
hibridan con el acido nucleico, p. €j., en 5°C o 10°C o, preferiblemente, en 15°C o mas, de tal manera que estos
complejos son estables a esta temperatura. Las posibles secuencias CE y LE (p. €j., las posibles secuencias C-3 y
L-1) se examinan opcionalmente para detectar posibles interacciones con los acidos nucleicos de interes no
correspondientes, GE o CE, el preamplificador, el multimero de amplificacion, la sonda de marcaje y/o cualquiera de
las secuencias gendmicas relevantes, por ejemplo, las secuencias que se espera que hibriden de forma cruzada con
los acidos nucleicos no deseados generalmente no son seleccionadas para su uso en CE o GE. Véase, p. €j., Player
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et al. (2001) “Single-copy gene detection using branched DNA (bDNA) in situ hybridization” J Histochem Cytochem
49:603-611 y la solicitud de patente EE.UU 60/680,976. El examen puede ser, p. €j., visual (p. €j., el examen visual
de la complementariedad), computacional (p. e€j., el calculo y la comparacion de las energias libres de union), y/o
experimentales (p. e€j., experimentos de hibridacion cruzada). Las secuencias de las sondas de captura se
examinaron de manera similar preferiblemente, para asegurar que la secuencia del polinucleétido C-1
complementaria a la secuencia de una sonda de captura C-2 concreta, no realice una hibridacién cruzada con
ninguna de las otras sondas de captura que se van a estar asociadas con otros subgrupos de particulas o con
posiciones seleccionadas del soporte.

En cualquiera de las diversas etapas, los materiales no capturados por el soporte solido se separan opcionalmente
del soporte. Por ejemplo, después de que los extensores de captura, los acidos nucleicos, los extensores
marcadores , las sondas de bloqueo, y las sondas de captura unidas al soporte hibridan, el soporte se lava
opcionalmente para eliminar los acidos nucleicos y las sondas no unidas; posteriormente hibridan los extensores
marcadores y el multimero de amplificacion, el soporte se lava opcionalmente para eliminar el multimero de
amplificacion no unido, y/o posteriormente las sondas marcadoras hibridan con el multimero de amplificacion, el
soporte se lava opcionalmente para eliminar la sonda marcadora no unida antes de la deteccién del marcador.

En las realizaciones en las que se capturan diferentes acidos nucleicos para diferentes subgrupos de particulas, se
aislan opcionalmente uno o mas de los subgrupos de particulas, mediante los cuales se aisla el acido nucleico de
interés asociado. Del mismo modo, los acidos nucleicos se pueden aislar a partir de posiciones seleccionadas en un
soporte solido espacialmente direccionable. El acido nucleico aislado, puede opcionalmente ser separado de las
particulas y/o sometido a una manipulacion adicional, si se desea (p. €j., amplificacion por PCR o similar).

Estos métodos se pueden utilizar para detectar la presencia de los acidos nucleicos de interés basicamente en
cualquier tipo de muestra. Por ejemplo, la muestra puede proceder de un animal, un ser humano, una planta, una
célula cultivada, un virus, una bacteria, un patégeno, y/o un microorganismo. La muestra incluye, opcionalmente, un
lisado celular, un fluido intercelular, un fluido corporal (incluyendo, pero no limitandose a, sangre, suero, saliva, orina,
esputo, o liquido cefalorraquideo), y/o un medio de cultivo acondicionado, y puede proceder opcionalmente de un
tejido (p. €j., un homogeneizado de tejido), una biopsia, y/o un tumor. Del mismo modo, los acidos nucleicos pueden
ser basicamente cualquier acido nucleico deseadas (p. ej., ADN, ARN, ARNm, ARNr, ARNmi, etc). A modo de
ejemplo, los acidos nucleicos de interés pueden proceder de uno o mas animales, de un ser humano, de una planta,
de una célula cultivada, de un microorganismo, de un virus, de una bacteria, o de un patégeno.

Como se ha sefialado, estos métodos se pueden utilizar para el analisis de la expresion génica. Por consiguiente, en
una clase de realizaciones, los dos 0 mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas ARNm. Estos métodos
también se pueden utilizar para el diagnéstico clinico y/o la detecciéon de microorganismos, p. €j., patdgenos. Por lo
tanto, en determinadas realizaciones, los acidos nucleicos incluyen ARN gendmicos viral y/o bacteriano y/o ADN (de
doble cadena o de cadena sencilla), plasmido u otro ADN extra-gendmico, u otros acidos nucleicos procedentes de
microorganismos (patégenos o de otro tipo). Es evidente que los acidos nucleicos de doble cadena de interés
estaran generalmente desnaturalizados antes hibridarse con los extensores de captura, extensores marcadores, y
similares.

Un ejemplo de realizacion se ilustra esquematicamente en la Figura 2. La seccidon A ilustra tres subgrupos
distinguibles de microesferas 201, 202, y 203, que se han asociado con las sondas de captura 204, 205, y 206,
respectivamente. Cada sonda de captura incluye una secuencia C-2 (250), que es diferente de un subgrupo a otro
subgrupo de microesferas. Los tres subgrupos de microesferas se mezclan para formar una poblacién combinada
208 (Seccion B). Se proporciona un subgrupo de extensores de captura para cada acido nucleico de interés; el
subgrupo 211 para el acido nucleico 214, el 212 para el acido nucleico 215 que no esta presente, y el subgrupo 213
para el acido nucleico 216. Cada extensor de captura incluye la secuencias C-1 (251, complementaria a la
secuencia de la sonda de captura correspondiente C-2 ) y C-3 ( 252, complementaria a una secuencia del acido
nucleico de interés correspondiente). También se proporcionan tres subgrupos de extensores marcadores (221, 222,
y 223 para los acidos nucleicos 214, 215, y 216, respectivamente) y tres subgrupos de sondas de bloqueo (224, 225,
y 226 para los acidos nucleicos 214, 215, y 216, respectivamente). Cada extensor marcador incluye secuencias de
L-1 (254, complementaria a una secuencia del acido nucleico de interés correspondiente) y L-2 (255,
complementaria a M-1). Acidos nucleicos no diana 230 también estan presentes en la muestra de acidos nucleicos.

Los subgrupos de extensores marcadores 221 y 223 hibridan con los acidos nucleicos 214 y 216, respectivamente.
Ademas, los acidos nucleicos 214 y 216 se hibrida n con los correspondientes subgrupos de extensores de captura
(211 y 213, respectivamente), y los extensores de captura hibridan con las sondas de captura correspondientes (204
y 206, respectivamente), capturando los acidos nucleicos 214 y 216 en las microesferas 201 y 203, respectivamente
(Seccion C). Los materiales no unidos a las microesferas (p. €j., los extensores de captura 212, los acidos nucleicos
230, etc.) se separan de las microesferas mediante lavado. Se proporciona el sistema de sonda marcadora 240
incluyendo el preamplificador 245 (que incluye dos secuencias M-1 257), el multimero de amplificacion 241 (que
incluye las secuencias M-2 258), y la sonda marcadora 242 (que contiene el marcador 243). Cada preamplificador
245 se hibrida con dos extensores marcadores, los multimeros de amplificaciéon 241 hibridan con el preamplificador,
y las sondas de marcaje 242 hibridan con los multimeros de amplificacion (Seccion D). Los materiales no capturados
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en las microesferas se eliminan opcionalmente mediante el lavado de las microesferas. Las microesferas de cada
subgrupo se identifican, p. €j., por su espectro de emision fluorescente (A2 y As, Seccion E), y se detecta la presencia
0 ausencia del marcador en cada subgrupo de microesferas (A, Seccion E). Debido a que cada acido nucleico de
interés esta asociado con un subgrupo distinto de microesferas, se establece una correlacién entre la presencia del
marcador en un subgrupo dado de microesferas yla presencia del acido nucleico correspondiente en la muestra
original.

Como se representa en la Figura 2, todos los extensores marcadores de todos los subgrupos incluyen generalmente
una secuencia idéntica L-2. Opcionalmente, sin embargo, diferentes extensores marcadores (p. e€j., extensores
marcadores de diferentes subgrupos) pueden incluir diferentes secuencias de L-2. También como se muestra en la
Figura 2, cada sonda de captura incluye generalmente una Unica secuencia C-2 y por lo tanto se hibrida con un
Unico extensor de captura. Opcionalmente, sin embargo, una sonda de captura puede incluir dos 0 mas secuencias
C-2 e hibridarse con dos o mas extensores de captura. Del mismo modo, como se muestra, cada uno de los
extensores de captura de un subgrupo concreto incluye generalmente una secuencia idéntica C-1, y por lo tanto sélo
se necesita una Unica sonda de captura para cada subgrupo de particulas, sin embargo, diferentes extensores de
captura de un subgrupo incluyen opcionalmente secuencias C-1 diferentes (y por lo tanto hibridan con diferentes
secuencias C-2, en una Unica sonda de captura o en diferentes sondas de captura sobre la superficie del subgrupo
de particulas correspondiente).

En la realizacion representada en la Figura 2, el sistema de sonda marcadora incluye el preamplificador, el
multimero de amplificacion, y la sonda marcadora. Es evidente que consideraciones similares se aplican a las
formas de realizacion en las que el sistema de sonda marcadora incluye s6lo un multimero de amplificacion y la
sonda marcadora o Unicamente una sonda marcadora.

Las diversas etapas de captura e hibridaciéon pueden llevarse a cabo simultineamente o secuencialmente, en
cualquier orden conveniente. Por ejemplo, en las realizaciones en las que se emplean extensores de captura, cada
acido nucleico de interés puede hibridarse simultaneamente con el correspondiente subgrupo de m extensores
marcadores y el subgrupo de n extensores de captura correspondiente, y a continuacion, los extensores de captura
pueden hibridarse con sondas de captura asociadas y con el soporte sélido. Preferiblemente los materiales no
capturados en el soporte se separan, p. €j., por lavado del soporte, y entonces el sistema de sonda marcadora se
hibrida con los extensores marcadores.

Otro ejemplo de realizacion se ilustra esquematicamente en la Figura 3. La Seccion A representa el soporte solido
301 que tiene nueve sondas de captura previstas sobre él en nueve posiciones seleccionadas (p. €j., 334-336). La
Seccion B representa una seccion transversal de soporte sélido 301, con distintas sondas de captura 304, 305, y
306 en diferentes posiciones seleccionadas sobre el soporte (334, 335, y 336, respectivamente). Se proporciona un
subgrupo de extensores de captura para cada acido nucleico de interés. Solo estan representados tres subgrupos;
subgrupo 311 para el acido nucleico 314, subgrupo 312 para el acido nucleico 315 que no esta presente, y el
subgrupo 313 para el acido nucleico 316. Cada extensor de captura incluye las secuencias C-1 (351,
complementaria a la secuencia de la sonda de captura correspondiente C-2) y C-3 (352, complementaria a una
secuencia del acido nucleico de interés correspondiente). También se muestran tres subgrupos de extensores
marcadores (321, 322, y 323 para los acidos nucleicos 314, 315, y 316, respectivamente) y tres subgrupos de
sondas de bloqueo (324, 325, y 326 para los acidos nucleicos 314, 315, y 316, respectivamente) (aunque se
proporcionarian nueve, uno para cada acido nucleico de interés). Cada extensor marcador incluye las secuencias de
L-1 (354, complementaria de una secuencia del acido nucleico de interés correspondiente) y L-2 (355,
complementaria de M-1). Los acidos nucleicos no diana 330 estan también presentes en la muestra de acidos
nucleicos.

Los subgrupos de extensores marcadores 321 y 323 hibridan con los acidos nucleicos 314 y 316, respectivamente.
Los acidos nucleicos 314 y 316 hibridan con el subgrupo de extensores de captura correspondiente (311 y 313,
respectivamente), y los extensores de captura hibridan con las sondas de captura correspondientes (304 y 306,
respectivamente), capturando los acidos nucleicos 314 y 316 en las posiciones seleccionadas 334 y 336,
respectivamente (Seccion C). Los materiales no unidos al soporte sélido (p. €j., los extensores de captura 312, los
acidos nucleicos 330, etc.) se separan del soporte mediante lavado. Se proporciona | sistema de sonda marcadora
340 incluyendo el preamplificador 345 (que incluye dos secuencias M-1 357), multimero de amplificacion 341 (que
incluye las secuencias de M - 2 358) y la sonda marcadora 342 (que contiene la marcador 343). Cada
preamplificador 345 se hibrida con dos extensores marcadores, los multimeros de amplificaciéon 341 hibridan con el
preamplificador, y las sondas marcadoras 342 hibridan con los multimeros de amplificacion (Seccion D). Los
materiales no capturados en el soporte solido se eliminan opcionalmente mediante el lavado del soporte, y se
detecta la presencia o ausencia del marcador en cada posicién del soporte sélido. Debido a que cada acido nucleico
de interés esta asociado con una posicion distinta sobre el soporte, se establece una correlacion entre la presencia
de la marcador en una posicion dada sobre el soporte y la presencia del acido nucleico correspondiente en la
muestra original.

Otra clase general de realizaciones proporciona métodos de deteccion de uno o mas acidos nucleicos, utilizando la
configuracion novedosa del extensor marcador que se ha descrito anteriormente. En estos métodos, se proporciona
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una muestra que comprende o se sospecha que comprende los acidos nucleicos de interés, uno o mas subgrupos
de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora. Cada subgrupo
de m extensores marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. El sistema de sonda
marcadora comprende un marcador, y un componente del sistema de sonda marcadora (p. €j., un pre-amplificador o
un multimero de amplificacion) es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores
marcadores de un subgrupo. Cada extensor marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es
complementaria con una secuencia de polinucleotidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia
de polinucleoétidos L-2 que es complementaria con una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de
sonda marcadora, y por lo menos los dos extensores marcadores (p. €j., los m extensores marcadores de un
subgrupo) que tienen cada uno L-1 5'de L-2 o L-1 3' de L-2.

Los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra son capturados en un soporte sélido. Cada acido nucleico
de interés capturado en el soporte sélido se hibrida con el subgrupo correspondiente de m extensores marcadores, y
el sistema de sonda marcadora (o el componente de la misma) se hibrida con los m extensores marcadores a una
temperatura de hibridacion. La temperatura de hibridacién es mayor que una temperatura de fusion T, de un
complejo formado por cada extensor marcador individual y el componente del sistema de sonda marcadora. A
continuacion, se detecta la presencia o ausencia del marcador sobre el soporte sélido. Dado que el marcador esta
asociado con el acido nucleico de interés mediante la hibridacién de los extensores marcadores y el sistema de
sonda marcadora, se establece una relacion entre la presencia o ausencia del marcador sobre el soporte sélido y la
presencia o ausencia del acido nucleico de interés en el soporte solido y por lo tanto en la muestra original.

Generalmente, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de interés, y uno o
mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m extensores marcadores.

Las diversas etapas de captura e hibridacion pueden llevarse a cabo simultaneamente o secuencialmente, en
cualquier orden conveniente. Por ejemplo, las en realizaciones en las que se emplean extensores de captura, cada
acido nucleico de interés puede hibridarse simultineamente con su subgrupo de m extensores marcadores
correspondiente y el correspondiente subgrupo de n extensores de captura, y a continuacion, los extensores de
captura pueden hibridarse con las sondas de captura asociadas al soporte sélido. Preferiblemente los materiales no
capturados en el soporte se separaron, por ejemplo, por lavado del soporte, y entonces el sistema de sonda
marcadora se hibrida con los extensores marcadores.

En cuanto a los métodos descritos anteriormente, basicamente cualquier soporte solido adecuado puede ser
empleado. Por ejemplo, el soporte solido puede comprender particulas tales como microesferas, o puede
comprender un soporte practicamente plano y/o espacialmente direccionable. Los diferentes acidos nucleicos son
capturados opcionalmente por diferentes subgrupos de particulas distinguibles o en diferentes posiciones en un
soporte soélido espacialmente direccionable. Los acidos nucleicos de interés pueden ser capturados por el soporte
solido por diversas técnicas, p. €j., por unién directamente al soporte sélido o por unién a un resto unido al soporte, o
por medio de la hibridacién con otro acido nucleico unido al soporte sélido. Preferiblemente, los acidos nucleicos son
capturados por el soporte sélido mediante la hibridacion con los extensores de captura y las sondas de captura.

En una clase de realizaciones en la que uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés y uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m
extensores marcadores, se proporciona una poblacion combinada de particulas que constituyen el soporte sélido. La
poblacion comprende dos o mas subgrupos de particulas, y una variedad de particulas de cada subgrupo se
distingue de una variedad de particulas de cada otro subgrupo. (Generalmente, practicamente todas las particulas
de un subgrupo son distinguibles de practicamente todas las particulas de cada otro subgrupo.) Las particulas de
cada subgrupo se han asociado con una sonda de captura diferente.

También se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada
subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas. Cada uno
de los acidos nucleicos de interés presente en la muestra se hibrida con el correspondiente subgrupo de n
extensores de captura y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el subgrupo de particulas con el que los extensores de captura
estan asociados.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se identifican por lo menos una parte de las particulas de cada
subgrupo y se detecta la presencia o ausencia de marcador en esas particulas. Dado que existe una correlacion
entre un subgrupo especifico de particulas y un acido nucleico de interés particular, los subgrupos de particulas que
tienen el marcador presente indican cuales de los acidos nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

En otras formas de realizaciéon en las que uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés y uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos 0 mas subgrupos de m
extensores marcadores, los acidos nucleicos son capturados en diferentes posiciones en un soporte no particulado,
espacialmente direccionable. Por lo tanto, en una clase de realizaciones, el soporte so6lido comprende dos o mas
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sondas de captura, en donde cada sonda de captura se dispone en una posicién seleccionada sobre el soporte
solido. Se proporcionan dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos. Cada
subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura, asociando de
esta manera cada subgrupo de n extensores de captura con una posicion seleccionada en el soporte sélido. Cada
uno de los acidos nucleicos de interés presentes en la muestra se hibrida con el subgrupo de n extensores de
captura correspondiente y el subgrupo de n extensores de captura se hibrida con la sonda de captura
correspondiente, capturando asi el acido nucleico en el soporte sélido en la posiciéon seleccionada con la que los
extensores de captura estan asociados.

Por lo general, en esta clase de realizaciones, se detecta la presencia o ausencia del marcador en las posiciones
seleccionadas sobre el soporte solido. Dado que existe una correlacion entre una posicion concreta en el soporte y
un acido nucleico de interés concreto, las posiciones que tiene un marcador presente indican cuales de los acidos
nucleicos de interés estan presentes en la muestra.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizaciéon, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador; la inclusién de sondas de bloqueo; la configuracion de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores marcadores, y/o sondas de bloqueo; al nimero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

En un aspecto, la invenciéon proporciona métodos para la captura de una sonda marcada para un acido nucleico
diana, por medio de la hibridacion de la sonda marcada directamente con extensores marcadores hibridados con el
acido nucleico o por medio de la hibridacién de la sonda marcada con uno o mas acidos nucleicos que a su vez
hibridarseon con los extensores marcadores.

Por consiguiente, una clase general de realizaciones proporciona métodos de captura de un marcador para un
primer acido nucleico de interés en un ensayo multiple en donde se detectan dos o mas acidos nucleicos de interés.
En estos métodos se proporciona una muestra que comprende el primer acido nucleico de interés y que también
comprende o se sospecha que comprenda uno o mas de los otros acidos nucleicos de interés. Se proporciona un
primer subgrupo de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y también un sistema de sonda
marcadora que comprende el marcador. El primer subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse
con el primer acido nucleico de interés, y un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores del primer subgrupo. El primer acido
nucleico de interés se hibrida con el primer subgrupo de m extensores marcadores, y el sistema de sonda
marcadora se hibrida con los m extensores marcadores, capturando asi el marcador para el primer acido nucleico de
interés.

Basicamente todas las caracteristicas observadas para las formas de realizaciéon anteriores se aplican también a
estos métodos, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la configuracion de los extensores marcadores,
numero de extensores marcadores por subgrupo, composicién del sistema de sonda marcadora, tipo de marcador,
numero de acidos nucleicos de interés, fuente de la muestra y/o de los acidos nucleicos; y/o similares. Por ejemplo,
en una clase de realizaciones, el sistema de sonda marcadora comprende una sonda marcadora, sonda marcadora
que comprende el marcador, y sonda marcadora que es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos
de los m extensores marcadores. En otras formas de realizacion, el sistema de sonda marcadora incluye la sonda
marcadora y un multimero de amplificaciéon que es capaz de hibridarse simultdaneamente con por lo menos dos de
los m extensores marcadores. Del mismo modo, en otras formas de realizacion, el sistema de sonda marcadora
incluye la sonda marcadora, un multimero de amplificacion, y un preamplificador que es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores.

Otra clase general de realizaciones proporciona métodos de la captura de un marcador de un acido nucleico de
interés. En estos métodos, se proporcionan m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos. Los m
extensores marcadores son capaces de hibridarse con el acido nucleico de interés. También se proporciona un
sistema de sonda marcadora que comprende el marcador. Un componente del sistema de sonda marcadora es
capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores. Cada extensor
marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria de una secuencia de
polinucledtidos del acido nucleico de interés y una secuencia de polinucleétidos L-2 que es complementaria de una
secuencia de polinucledtidos en el componente del sistema de sonda marcadora, y los m extensores marcadores
tienen cada uno L-1 5' de L-2 o en el que los m extensores marcadores tienen cada uno L-1 3' de L-2. El acido
nucleico de interés se hibrida con los m extensores marcadores, y el sistema de sonda marcadora se hibrida con los
m extensores marcadores a una temperatura de hibridacién, capturando asi al marcador del acido nucleico de
interés. Preferiblemente, la temperatura de hibridacion es mayor que una temperatura de fusioén T, de un complejo
formado por cada extensor marcador individual y el componente del sistema de sonda marcadora.
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Basicamente todas las caracteristicas observadas para las formas de realizacion anteriores se aplican también a
estos métodos, asi ,como relevante, por ejemplo, con respecto a la configuracion de los extensores marcadores, el
numero de extensores marcadores por subgrupo, la composicién del sistema de sonda marcadora, €l tipo de
marcador, y/o similares. Por ejemplo, en una clase de realizaciones, el sistema de sonda marcadora comprende una
sonda marcadora que comprende el marcador, y sonda marcadora que es capaz de hibridarse simultaneamente con
por lo menos dos de los m extensores marcadores. En otras formas de realizacion, el sistema de sonda marcadora
incluye la sonda marcadora, un multimero de amplificacion, y un preamplificador que es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores. Del mismo modo, todavia en otras formas
de realizacion, el sistema de sonda marcadora incluye la sonda marcadora, un multimero de amplificacion, y un
preamplificador que es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores.

Composiciones

Las composiciones relacionadas con estos métodos son otra caracteristica de la presente solicitud. Por lo tanto, una
clase general de realizaciones proporciona una composicion para la deteccion de dos o mas acidos nucleicos de
interés. En un aspecto, la composicion incluye una poblacién combinada de particulas. La poblacion se compone de
dos o mas subgrupos de particulas, con una pluralidad de particulas en cada subgrupo distinguible de una pluralidad
de las particulas de cada uno de los otros subgrupos. Las particulas de cada subgrupo se asocian cada una con una
sonda de captura diferente. En otro aspecto, la composicion incluye un soporte solido que comprende dos o mas
sondas de captura, en donde cada sonda de captura se proporciona en una posicion seleccionada sobre el soporte
solido.

La composicion también incluye dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos,
dos o mas subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda
marcadora que comprende un marcador, en donde un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de
hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Cada subgrupo
de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de
captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar
cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas o con una posicion
seleccionada sobre el soporte sélido. Del mismo modo, cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés.

La composicion incluye opcionalmente una muestra que comprende o se sospecha que comprende por lo menos
uno de los acidos nucleicos de interés, p. ej., dos o mas, tres o mas acidos nucleicos, etc. Opcionalmente, la
composicion comprende uno o mas de los acidos nucleicos de interés. En una clase de realizaciones, cada acido
nucleico de interés presente en la composicion se hibrida con el subgrupo de n extensores de captura
correspondiente, y el subgrupo de n extensores de captura correspondiente se hibrida con la sonda de captura
correspondiente. Cada acido nucleico de interés esta por lo tanto asociado a un subgrupo de las particulas
identificable. En esta clase de realizaciones, cada acido nucleico de interés presente en la composicién también se
hibrida con el subgrupo de m extensores marcadores correspondiente. EI componente del sistema de sonda
marcadora (p. €j., el multimero de amplificacion o preamplificador) se hibrida con los m extensores marcadores. La
composicion se mantiene a una temperatura de hibridacién que es mayor que una temperatura de fusiéon T, de un
complejo formado por cada extensor marcador individual y el componente del sistema de sonda marcadora (p. €;j., el
multimero de amplificacion o preamplificador) de fusion. La temperatura de hibridacion es generalmente alrededor
de 5° C o superior que la Tm, p. €j., aproximadamente 7° C o superior, aproximadamente 10° C o superior,
aproximadamente 12° C o superior, alrededor de 15° C o superior, aproximadamente 17° C o superior, o incluso
alrededor de 20° C o superior que la Tn,.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacion, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Otra clase general de realizaciones proporciona una composicion para la deteccién de uno o mas acidos nucleicos
de interés. La composicion incluye un soporte sélido que comprende una o mas sondas de captura, uno o mas
subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos, uno o mas subgrupos de m extensores
marcadores, en sonde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora que comprende un marcador.
Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los
extensores de captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta
manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con el soporte solido. Cada subgrupo de m extensores
marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. Un componente del sistema de
sonda marcadora (p. €j. un preamplificador o multimero de amplificaciéon) es capaz de hibridarse simultaneamente
con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un subgrupo. Cada extensor marcador comprende una

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2434915713

secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria con una secuencia de polinucleétidos del acido nucleico de
interés correspondiente y una secuencia de polinucleétidos L-2 que es complementaria con una secuencia de
polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora, y los m extensores marcadores de un subgrupo
tienen cada uno L-1 5' de L-2 o tienen cada uno L-1 3' de L-2.

En una clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas grupos de m extensores
marcadores, y el soporte sélido comprende una poblaciéon combinada de particulas. La poblaciéon comprende dos o
mas subgrupos de particulas. Una pluralidad de las particulas de cada subgrupo se distinguen de una pluralidad de
las particulas de otro subgrupo, y las particulas de cada subgrupo se asocian con una sonda de captura diferente.
Los extensores de captura en cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta
manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas.

En otra clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m extensores
marcadores, y el soporte sélido comprende dos o mas sondas de captura, en donde cada sonda de captura se
dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte sélido. Los extensores de captura de cada subgrupo son
capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores
de captura con una posicidon seleccionada sobre el soporte sélido.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacién, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Por ejemplo, el sistema de sonda marcadora puede incluir un multimero de amplificacién o un preamplificador,
donde el multimero de amplificacion o el preamplificador son capaces de hibridarse con por lo menos dos
extensores marcadores. La composicion incluye opcionalmente uno o mas acidos nucleicos de interés, en donde
cada acido nucleico de interés se hibrida con el subgrupo de m extensores marcadores correspondiente y con el
subgrupo de n extensores de captura correspondiente, que a su vez se hibrida con la sonda de captura
correspondiente. El multimero de amplificacion o el preamplificador se hibrida con los m extensores marcadores. La
composicion se mantiene a una temperatura de hibridacién mayor que una temperatura de fusion T, de un complejo
formado por un extensor marcador individual y el multimero de amplificacion o el preamplificador (p. e€j.,
aproximadamente 5°C o superior, aproximadamente 7°C o superior, aproximadamente 10°C o superior,
aproximadamente 12°C o superior, aproximadamente 15°C o superior, aproximadamente 17°C o superior, 0
aproximadamente 20°C o superior que la Ty).

Kits

La presente solicitud proporciona un kit para la deteccién de dos o mas acidos nucleicos de interés. En un aspecto,
el kit incluye una poblacién combinada de particulas. La poblacion comprende dos o mas subgrupos de particulas,
con una pluralidad de particulas de cada subgrupo que se distinguen de una pluralidad de particulas de cada otro
subgrupo. Las particulas en cada subgrupo estan asociadas a una sonda de captura diferente. En otro aspecto, el kit
incluye un soporte sdlido que comprende dos o mas sondas de captura, en el que cada sonda de captura se dispone
en una posicion seleccionada sobre el soporte soélido.

El kit también incluye dos o mas subgrupos de n extensores de captura, en donde n es por lo menos dos, dos 0 mas
subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un sistema de sonda marcadora que
comprende un marcador, en el que un componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los extensores marcadores m de un subgrupo. Cada subgrupo de n
extensores de captura es capaz de hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de
captura de cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y por lo tanto asociar cada
subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las particulas o con una posicion
seleccionada sobre el soporte sélido. Del mismo modo, cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés. Los componentes del kit se envasan en uno o mas recipientes.
El kit también incluye opcionalmente instrucciones para usar el kit para capturar y detectar los acidos nucleicos de
interés, una o mas soluciones amortiguadoras (p. €j., amortiguador de lisis, diluyente, amortiguador de hibridacion,
y/o amortiguador de lavado), estandares que comprenden uno o mas acidos nucleicos a una concentracion
conocida, y/o similares.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizaciéon, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
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marcador ; la inclusion de sondas de bloqueo; la configuracién de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores ; al nimero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la
muestra y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Otra clase general de realizaciones proporciona un kit para la deteccién de uno o mas acidos nucleicos de interés.
La solicitud describe un kit para la deteccion de uno o mas acidos nucleicos de interés. El kit incluye un soporte
soélido que comprende una o mas sondas de captura, uno o mas subgrupos de n extensores de captura , donde n es
por lo menos dos, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, y un
sistema de sonda marcadora que comprende un marcador. Cada subgrupo de n extensores de captura es capaz de
hibridarse con uno de los acidos nucleicos de interés, y los extensores de captura de cada subgrupo son capaces de
hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura
con el soporte solido. Cada subgrupo de m extensores marcadores es capaz de hibridarse con uno de los acidos
nucleicos de interés. Un componente del sistema de sonda marcadora (p. €j., un preamplificador o multimero de
amplificacion) es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores de un
subgrupo. Cada extensor marcador comprende una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria con
una secuencia de polinucledtidos del acido nucleico de interés correspondiente y una secuencia de polinucledétidos
L-2 que es complementaria con una secuencia de polinucleétidos del componente del sistema de sonda marcadora,
y por lo menos dos m extensores marcadores (p.egj., los m extensores marcadores de un subgrupo) tienen cada uno
L-1 5'de L-2 o tienen cada uno L-1 3'de L-2. Los componentes del kit se envasan en uno o mas recipientes. El
kit también incluye opcionalmente instrucciones para usar el kit para capturar y detectar los acidos nucleicos de
interés, una o mas soluciones amortiguadoras (p. €j., amortiguador de lisis, diluyente, amortiguador de hibridacion,
y/o amortiguador de lavado), estandares que comprenden uno o mas acidos nucleicos a una concentracion
conocida, y/o similares.

Basicamente todas las caracteristicas sefialadas para los métodos anteriores se aplican también a estas formas de
realizacion, como relevantes; por ejemplo, con respecto a la composicion del sistema de sonda marcadora; al tipo de
marcador; la inclusién de sondas de bloqueo; la configuracion de los extensores de captura, sondas de captura,
extensores de la marcaje, y/o sondas de bloqueo; al numero de acidos nucleicos de interés y los subgrupos de
particulas o las posiciones seleccionadas sobre el soporte sdlido, los extensores de captura y los extensores
marcadores; al nUmero de extensores de captura o de marcaje por subgrupo; tipo de particulas; fuente de la muestra
y/o de los acidos nucleicos, y/o similares.

Por ejemplo, en una clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos
nucleicos de interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n
extensores de captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos 0 mas grupos de m
extensores marcadores, y el soporte sélido comprende una poblacion combinada de particulas. La poblacion se
compone de dos 0 mas subgrupos de particulas. Una pluralidad de las particulas de cada subgrupo se distinguen de
una pluralidad de las particulas de otro subgrupo, y las particulas de cada subgrupo se asocian con una sonda de
captura diferente. Los extensores de captura en cada subgrupo son capaces de hibridarse con una de las sondas de
captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores de captura con un subgrupo seleccionado de las
particulas.

En otra clase de realizaciones, uno o mas acidos nucleicos de interés comprenden dos o mas acidos nucleicos de
interés, uno o mas subgrupos de n extensores de captura comprenden dos o mas subgrupos de n extensores de
captura, uno o mas subgrupos de m extensores marcadores comprenden dos o mas subgrupos de m extensores
marcadores, y el soporte solido comprende dos o mas sondas de captura, en el que cada sonda de captura se
dispone en una posicion seleccionada sobre el soporte sélido. Los extensores de captura de cada subgrupo son
capaces de hibridarse con una de las sondas de captura y de esta manera asociar cada subgrupo de n extensores
de captura con una posicién seleccionada sobre el soporte sélido.

Sistemas

La solicitud describe sistemas, por ejemplo, sistemas usados para poner en practica los métodos de la presente
memoria y/o que comprenden las composiciones descritas en este documento. El sistema puede incluir, p. €j., un
fluido y/o elemento de manipulacién de microesferas , un fluido y/o elemento que contiene microesferas , un laser
para excitar un marcador fluorescente y/o microesferas fluorescentes, un detector para detectar las emisiones de luz
de una reaccion quimioluminiscente o las emisiones fluorescente procedentes de un marcador fluorescente y/o de
microesferas fluorescentes , y/o un elemento robético que mueve otros componentes del sistema de un lugar a otro
seguin sea necesario (p. €j., un elemento de manejo de placas de multiples pocillos). Por ejemplo, en una clase de
realizaciones, una composicion de la invencién esta contenida en un citémetro de flujo, un instrumento Luminex
100™o HTSTM, un lector de microplacas, un lector de microarrays, un luminémetro, un colorimetro, o instrumentos
similares.
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El sistema puede incluir opcionalmente un ordenador. El ordenador puede incluir el software apropiado para recibir
instrucciones del usuario, ya sea en forma de introduccion de datos por el usuario en un grupo de campos de
parametros, p. €j., en GUI, o en forma de instrucciones pre-programadas, p. €j. pre-programadas para una variedad
de operaciones especificas diferentes. El software convierte opcionalmente estas instrucciones al lenguaje
apropiado para controlar el funcionamiento de los componentes del sistema (p. €j., para el control de un elemento de
manejo del fluido, un elemento robodtico y/o un laser). El ordenador también puede recibir datos desde otros
componentes del sistema, p. gj., de un detector, y puede interpretar los datos, proporcionarselos a un usuario en un
formato legible para las personas, o utilizar esos datos para iniciar otras operaciones, de acuerdo con cualquier
programacion del usuario.

Marcadores

Una amplia variedad de marcadores son bien conocidos en la técnica y se pueden adaptar a la practica de la
presente invencion. Por ejemplo, se han descrito marcadores luminiscentes y marcadores de dispersién de luz (p.
ej., particulas de oro coloidal). Véase, p. ej. Csaki et al. (2002) “Gold nanoparticles as novel label for DNA
diagnostics” Expert Rev Mol Diagn 2:187-93.

A modo de otro ejemplo, varios marcadores fluorescentes son bien conocidos en la técnica, incluyendo pero no
limitandose a, fluoréforos hidrofobos (p. €j., ficoeritrina, rodamina, Alexa Fluor 488 y fluoresceina), la proteina
fluorescente verde (GFP) y variantes de los mismos (p. €j., proteina cian fluorescente y proteina fluorescente
amarilla), y los puntos cuanticos. Véase, p. €j., “The Handbook: A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies, Tenth Edition or Web Edition (2006)” de Invitrogen (disponible en la pagina de internet (www.)
probes.invitrogen.com/handbook), para las descripciones de fluoréforos que emiten en varias longitudes de onda
diferentes (incluyendo los conjugados en tandem de fluoréforos que pueden facilitar la excitacion simultanea y la
deteccion de multiples especies marcadas). Para el uso de puntos cuanticos como marcadores de las biomoléculas,
véase, p. ej, Dubertret et al. (2002) Science 298:1759; Nature Biotechnology (2003) 21:41-46; and Nature
Biotechnology (2003) 21:47-51.

Las marcadores pueden ser introducidos en las moléculas, por ejemplo, en los polinucleétidos, durante la sintesis o
por medio de reacciones posteriores a la sintesis mediante tecnologias conocidas en la técnica, por ejemplo, los kits
para el marcaje fluorescente de polinucleétidos con diferentes fluoréforos estan disponibles en Molecular Probes,
Inc. ((www.) molecularprobes.com), y las fosforamiditas que contienen fluoréforos para utilizar en la sintesis de acido
nucleico estan disponibles comercialmente. Del mismo modo, se pueden detectar las sefales procedentes de los
marcadores (p. €j., por absorcidn y/o por emisién fluorescente procedente de una marcador fluorescente)
basicamente por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la deteccidon multicolor, la deteccion de
FRET, la polarizacion de la fluorescencia, y similares, son bien conocidos en la técnica.

Microesferas

Las microesferas son las particulas preferidas en ciertas formas de realizacion descritas en la presente memoria, ya
que son generalmente estables, estan ampliamente disponibles en una gama de materiales, productos quimicos de
superficie y tamafios uniformes, y puede ser marcadas con fluorescencia. Las microesferas se pueden distinguir
entre si por medio de caracteristicas de identificacion tales como el tamafio (diametro) y/o los espectros de emision
fluorescente, por ejemplo.

Luminex Corporation (www luminexcorp.com), por ejemplo, ofrece 100 grupos de microesferas de poliestireno de
diametro uniforme. Las microesferas de cada grupo se marcan internamente con una proporcion distinta de dos
fluoréforos. Un citémetro de flujo u otro instrumento adecuado se puede por lo tanto utilizar para clasificar cada
microesfera individual en funcién de la proporcion de la emision fluorescente predefinida. Grupos de microesferas
codificadas fluorescentemente también estan disponibles de muchos otros proveedores, incluidos Radix
Biosoluciones  ((www.) radixbiosolutions.com) y Upstate Biotechnology ((www.) upstatebiotech.com).
Alternativamente, BD Biosciences ((www.) bd.com) y Bangs Laboratories, Inc. ((www.) bangslabs.com) ofrecen
grupos de microesferas distinguibles por medio de una combinacién de fluorescencia y tamafio. A modo de otro
ejemplo, se pueden distinguir las microesferas en base de tamafio por si solo, pero se puede multiplexar un menor
numero de grupos de estas microesferas en un ensayo ya que los agregados de microesferas mas pequefias
pueden ser dificiles de distinguir de las microesferas mas grandes.

Estan disponibles comercialmente microesferas con una variedad de productos quimicos de superficie, de los
proveedores anteriores y de otros (p. €j., véase los proveedores adicionales que figuran en Kellar and lannone
(2002) “Multiplexed microsphere-based flow cytometric assays” Experimental Hematology 30:1227-1237 and
Fitzgerald (2001) “Assays by the score” The Scientist 15[11]:25). Por ejemplo, las microesferas con grupos carboxilo,
hidrazida o maleimida estan disponibles y permiten el acoplamiento covalente de moléculas (p. €j., las sondas de
captura de polinucledtidos con aminas libres, carboxilos, aldehidos, sulfhidrilos o otro tipo de grupos reactivos) a las
microesferas . A modo de otro ejemplo, estan disponibles microesferas con superficie de avidina o estreptavidina y
se puede unir a sondas de captura biotiniladas, de manera similar, las microesferas recubiertas con biotina son
aptas para unirse a sondas de captura conjugadas con avidina o estreptavidina . Ademas, estan disponibles
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comercialmente servicios que acoplan un reactivo de captura elegido por el cliente a microesferas, p. €j., de Radix
Biosolutions ((www.) radixbiosolutions.com).

Los protocolos para el uso de las microesferas disponibles (p. €j., los métodos de acoplamiento covalente de
polinucleétidos a microesferas carboxiladas para su uso como sondas de captura, los métodos de bloqueo de los
sitios reactivos en la superficie de las microesferas que no estan ocupados por polinucleétidos, los métodos de unién
de polinucledtidos biotinilados a microesferas funcionalizadas con avidina, y similares ) se suministran normalmente
con las microesferas y son faciles de utilizar y/o adaptar por un experto. Ademas, el acoplamiento de reactivos a las
microesferas esta bien descrito en la literatura. Por ejemplo , véase Yang et al. (2001) “BADGE, Beads Array for the
Detection of Gene Expression, a high-throughput diagnostic bioassay” Genome Res. 11:1888-98 ; Fulton et al.
(1997) “Advanced multiplexed analysis with the FlowMetrix(™) system” Clinical Chemistry 43:1749-1756 ; Jones et
al. (2002) “Multiplex assay for detection of strain-specific antibodies against the two variable regions of the G protein
of respiratory syncytial virus” 9:633-638 ; Camilla et al. (2001) “Flow cytometric microsphere-based immunoassay:
Analysis of secreted cytokines in whole-blood samples from asthmatics” Clinical and Diagnostic Laboratory
Immunology 8:776-784 ; Martins (2002) “Development of internal controls for the Luminex instrument as part of a
multiplexed seven-analyte viral respiratory antibody profile” Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 9:41-45 ;
Kellar and lannone (2002) “Multiplexed microsphere-based flow cytometric assays” Experimental Hematology
30:1227-1237 ; Oliver et al. (1998) “Multiplexed analysis of human cytokines by use of the FlowMetrix system”
Clinical Chemistry 44:2057-2060 ; Gordon and McDade (1997) “Multiplexed quantification of human IgG, IgA, and
IgM with the FlowMetrix(™) system” Clinical Chemistry 43:1799-1801 ; EE.UU. 5,981,180 entitled “Multiplexed
analysis of clinical specimens apparatus and methods” to Chandler et al. (November 9, 1999); EE.UU. 6,449,562
entitled “Multiplexed analysis of clinical specimens apparatus and methods” to Chandler et al. (September 10, 2002);
y las referencias que incluyen.

Los métodos de analisis de la poblacion de microesferas (por ejemplo, los métodos de identificacion de los
subgrupos de microesferas por su tamafio y/o las caracteristicas de la fluorescencia, los métodos que utilizan el
tamafio para distinguir los agregados de microesferas de las microesferas individuales de tamafio uniforme y
eliminar los agregados del analisis, los métodos de deteccion de la presencia o ausencia de un marcador
fluorescente en el subgrupo de microesferas, y similares) también estan bien descritos en la literatura . Véanse, p.
€j., las referencias anteriores.

Estan disponibles comercialmente los instrumentos adecuados, el software, y similares para el analisis de
poblaciones de microesferas para distinguir los subgrupos de microesferas y detectar la presencia o ausencia de un
marcador (p. €j., una sonda marcadora marcada con fluorescencia) en cada subgrupo. Por ejemplo, los citdmetros
de flujo estan ampliamente disponibles, por ejemplo, de Becton-Dickinson ((www.) bd.com) y Beckman Coulter
((www.) beckman.com). Los sistemas Luminex 100™ y Luminex HTS™ (que utilizan microfluidos para alinear las
microesferas y dos rayos laser para excitar las microesferas y el marcador) estan disponibles en Luminex
Corporation ((www.) luminexcorp.com); el sistema similar “Bio-Plex" Protein Array System” esta disponible en Bio-
Rad Laboratories, Inc. ((www.) bio-rad.com). Un lector de microplacas confocal adecuado para el analisis de
microesferas, FMAT™ System 8100, esta disponible en Applied Biosystems ((www.) appliedbiosystems.com) .

A modo de otro ejemplo de particulas que pueden ser adaptadas para su uso en la presente invencion, estan
disponibles grupos de microperlas que incluyen cédigos de barras opticos de CyVera Corporation ((www.)
cyvera.com). Los codigos de barras 6pticos son cédigos digitales inscritos holograficamente que difractan un haz de
laser que incide sobre las particulas, produciendo una firma éptica Unica para cada grupo de microesferas.

Técnicas de biologia molecular

En la practica del método de la presente invencion, se utilizan opcionalmente muchas técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, y tecnologia de ADN recombinante. Estas técnicas son bien conocidas y estan
explicadas, por ejemplo, en Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology
volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA; Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual (3rd
Ed.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 2000 and Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing
Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (supplemented through 2006 ). Other useful references, e.g. for cell
isolation and culture (e.g., for subsequent nucleic acid or protein isolation) include Freshney (1994) Culture of Animal
Cells, a Manual of Basic Technique, third edition, Wiley-Liss, New York and the references cited therein; Payne et al.
(1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY ; Gamborg and
Phillips (Eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-
Verlag (Berlin Heidelberg New York ) y Atlas and Parks (Eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC
Press, Boca Raton, FL .

Preparacion de polinucleétidos

En las referencias anteriores se describen los métodos para preparar acidos nucleicos (p. €j., por amplificacion in
vitro, purificacion a partir de células, o sintesis quimica), los métodos para la manipulacion de acidos nucleicos (por
ejemplo, por digestion con enzimas de restriccion, ligadura, etc.) y los diversos vectores, lineas celulares y similares
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de uso en la manipulacién y preparacion de acidos nucleicos. Ademas, los métodos de preparacion de
polinucleétidos ramificados (p. ej., de multimeros de amplificacién) se describen en los documentos de patente
EE.UU. 5.635.352, EE.UU. 5.124.246, EE.UU. 5.710.264, y EE.UU. 5.849.481, asi como en otras referencias
mencionadas anteriormente.

Ademas, basicamente cualquier polinucledtido (incluyendo, p. €j., los polinucleétidos marcados o biotinilados) puede
pedirse en forma personalizada o estandar de cualquiera de una variedad de fuentes comerciales, tales como The
Midland Certified Reagent Company ((www.) mcrc.com) , The Great American Gene Company ((www.) genco.com),
ExpressGen Inc. ((www.) expressgen.com ), Qiagen (oligos.giagen.com) y otras muchas.

Un marcador, biotina, u otro resto se pueden introducir opcionalmente en un polinucleétido, ya sea durante o
después de la sintesis. Por ejemplo, una biotina fosforamidita se puede incorporar durante la sintesis quimica de un
polinucledtido. Altenativamente, cualquier acido nucleico puede ser biotinilado utilizando técnicas conocidas en la
técnica; los reactivos adecuados estan disponibles comercialmente, p. ej., en Pierce Biotechnology ((www.)
piercenet.com). Del mismo modo, cualquier acido nucleico puede estar marcado fluorescentemente, por ejemplo,
mediante el uso de kits disponibles comercialmente, tales como los de Molecular Probes, Inc. ((www.)
molecularprobes.com) o Pierce Biotechnology ((www.) piercenet.com) o mediante la incorporacion de una
fosforamidita marcada con fluorescencia durante la sintesis quimica de un polinucleétido.

Matrices

En una matriz de sondas de captura sobre un soporte sélido (p. €j., en una membrana, un portaobjetos de vidrio o
plastico, un chip de silicio o cuarzo, una placa, u otro soporte sélido espacialmente direccionable), cada sonda de
captura generalmente se une (p. €j., electrostaticamente o covalentemente, directamente o por medio de un enlace)
al soporte en una ubicacion seleccionada unico. Los métodos de preparacion, uso, y analisis de estas matrices (p.
ej., de microarrays) son bien conocidos en la técnica. Véase, p. €j., Baldi et al. (2002) DNA Microarrays and Gene
Expression: From Experiments to Data Analysis and Modeling, Cambridge University Press ; Beaucage (2001)
“Strategies in the preparation of DNA oligonucleotide arrays for diagnostic applications” Curr Med Chem 8:1213-
1244; Schena, ed. (2000) Microarray Biochip Technology, pp.19-38, Eaton Publishing ; nota tecnica “Agilent
SurePrint Technology: Content centered microarray design enabling speed and flexibility” disponible en la pagina de
Internet chem.agilent.com/temp/rad01539/00039489.pdf; y las referencias incluidas en las mismas. Las matrices de
polinucledtidos previamente sintetizados se pueden formar (p. e€j., imprimir), por ejemplo, utilizando instrumentos
disponibles comercialmente, tales como un GMS 417 Arrayer (Affymetrix, Santa Clara, CA). Alternativamente, los
polinucledtidos pueden ser sintetizados sobre las posiciones seleccionadas sobre el soporte sélido; véase, p. €j., €l
documento de patente EE.UU. 6.852.490 y EE.UU. 6.306.643, ambos de Gentanlen y Chee titulado “Methods of
using an array of pooled probes in genetic analysis.”

Los soportes soélidos adecuados estan comercialmente disponibles. Por ejemplo, una variedad de membranas (p. €j.,
de nylon, PVDF, y membranas de nitrocelulosa estan disponibles comercialmente, p. ej., de Sigma-Aldrich, Inc.
((www.) sigmaaldrich.com). A modo de otro ejemplo, los portaobjetos recubiertos previamente y modificados en la
superficie con una variedad de productos quimicos de superficie estan comercialmente disponibles, por ejemplo, en
TeleChem Internacional (((www.))arrayit.com), Corning, Inc. (Corning, NY), o Greiner Bio-ne, Inc. (((www.))
greinerbiooneinc.com). Por ejemplo, los portaobjetos silanizados y sililados con grupos amino y aldehido libres,
respectivamente, estan disponibles y permiten el acoplamiento covalente de las moléculas (p. €j., los polinucleétidos
con aldehido libre, amina, u otros grupos reactivos) a los portaobjetos. A modo de otro ejemplo, los portaobjetos con
estreptavidina en la superficie estan disponibles y se pueden unir a sondas de captura biotiniladas. Ademas, estan
comercialmente disponibles servicios que producen matrices de polinucledtidos a medida del cliente, por ejemplo, en
TeleChem Internacional (((www.))arrayit.com) y Agilent Technologies (Palo Alto,CA).

Estan disponibles comercialmente los instrumentos adecuados, el software y articulos similares para el analisis de
matrices para distinguir las posiciones seleccionadas sobre el soporte sélido y para detectar la presencia o ausencia
de un marcador (p. €j., una sonda marcadora marcada con fluorescencia) en cada posicion. Por ejemplo, los lectores
de microarrays estan disponibles, p. €j., de Agilent Technologies (Palo Alto, CA), de Affymetrix (Santa Clara, CA), y
de Zeptosens (Suiza).

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se incluyen para ilustrar, pero no limitar, la invencion reivindicada.

A continuacién se exponen una serie de experimentos que ilustran disefio de extensores marcadores y que
demuestran que una configuracion en la que los extremos 5' de los extensores marcadores se hibrida con un acido
nucleico de interés, mientras que los extremos 3' de los extensores marcadores se hibrida n un preamplificador da
como resultado una unién mas fuerte del preamplificador con el acido nucleico que la de una disposicién cruciforme
de los extensores marcadores.

Dos subgrupos de extensores marcadores fueron disefiados para unirse a un acido nucleico diana de GAPD
humana y a un preamplificador, como se ilustra esquematicamente en la Figura 4. Dos extensores marcadores se

26



10

15

20

25

30

35

ES 2434915713

unen a cada copia del preamplificador. Como se muestra en el Seccién A, en un subgrupo de extensores
marcadores, los dos extensores marcadores de cada par se unen al preamplificador a través del mismo extremo (el
extremo 5', en este ejemplo) y se unen al acido nucleico diana a través del otro extremo (configuracion doble Z).
Como se muestra en el Seccion B, en el otro subgrupo de extensores marcadores, los dos extensores marcadores
de cada par se unen el preamplificador a través de extremos opuestos: el extremo 5' de un extensor marcador se
hibrida con el preamplificador y con el extremo 3' de la diana, mientras el extremo 3' del otro extensor marcador se
hibrida con el preamplificador y con el extremo 5' de la diana (configuracion cruciforme). La secuencia L-2
(complementario del preamplificador) tiene una longitud de 14 nucledtidos para cada extensor marcador, y las
secuencias comparables L-2 y L-1 se utilizaron para los extensores marcadores correspondientes en ambas
configuraciones. Las secuencias de los extensores marcadores se presentan en las Tablas 1 y 2. La secuencia del
preamplificador es'

5" AGGCATAGGACCCGTGTCT ttttttt AGGCATAGGACCCGTGTCT trttt
ATGCTTTGACTCAG AAAACGGTAACTTC 3' (SEQ ID NO:1);

las secuencias subrayadas son complementarias de las secuencias de los extensores marcadores.

Tabla 1. Extensores marcadores para la configuracion cruciforme. En cada extensor marcador, la secuencia L-2
(complementaria de la secuencia del preamplificador) esta subrayada.

GAPD127 | ccagtggactccacgacgtacTTTT Tgaagttaccattit CP1 Cola SEQ ID NO:2
GAPD128 | ctaagtcaaagcatTT 1T Itictecatggtggtgaagacg CP2 Cabeza | SEQ ID NO:3
GAPD129 | tcttgaggetgttgtcatacttctTTT T Tgaagttacegtttt CP1 Cola SEQ IDNO:4
[ GAPD130 | ctaagtcaaageatTTTTTgeaggaggeattactgatga CP2 Cabeza | SEQ ID NO:5
GAPD131 | cagtagaggcagggatgatgttcT1TT Tgaagttaccatttt CP1 Cola SEQ ID NO:6
GAPD132 | ctgagtcaaaqcatT TV T Tcacagecttggeagege CP2 Cabeza | SEQ ID NO:7

Tabla 2. Extensores marcadores para la configuracién en doble Z. En cada extensor marcador, la secuencia L-2
(complementaria de la secuencia del preamplificador) esta subrayada.

GAPD217 | ccagtggactccacgacgtacTTTT Tgaagtiaccqttit CP1 Cola SEQID NO:8
GAPD218 | ttetccatggtggigaagacgTTTT I'ctgagtcaaageat CP2 Cola SEQID NO:9
GAPD219 | tcttgaggctgttgtcatacttctTTTT T gaagttaccgtttt CP1 Cola SEQ ID NO:10
GAPD220 | gcaggaggcatigcigatgaTTTT Tetgagtcaaageat CP2 Cola SEQID NO:11
GAPD221 | cagtagaggcagggatgatgttcTTTT Tgaagttaccqittt CP1 Cola SEQID NQ:12
GAPD222 | cacagcettggecagegeT TTT Tetgaatcaaageat CP2 Cola SEQID NQ:13

Las configuraciones en doble Z y cruciformes de los extensores marcadores fueron evaluadas en un ensaMo sencillo
de ADNDb de QuantiGene™ utilizando basicamente las condiciones estandar de ensayo de QuantiGene™. Los kits
de QuantiGene™ estan disponibles comercialmente en Panomics, Inc. (en la pagina de internet (www.)
panomics.com). Los ensayos se realizaron basicamente como se describen en las instrucciones del proveedor, con
incubacion a 53°C en el dia uno y 46°C el dia dos, 1x grupo de sonda GAPD, 10 amole/pocillo de GAPD transcrito
de ARN in vitro, concentracion del preamplificador de 100 fmol / pocillo con incubaciéon durante una hora a 46°C,
multimero de amplificacion (1,0 amp, Bayer) a 100 fmol / pocillo con incubacién durante una hora a 46°C, seguido
por la sonda marcadora a 100 fmol / pocillo (dilucion 1:1000) durante una hora a 46° C, a continuacion, sustrato
durante 30 minutos a 46°C. En este experimento, la Unica diferencia entre los dos ensayos es si se utiliza la
configuracion cruciforme del grupo extensor marcador o la configuracion de doble Z del grupo extensor marcador.

Los resultados se ilustran en la Figura 4 Seccion C, que muestra la luminiscencia menos el ruido de fondo (Unidades
de Luz Relativas, sefial menos ruido de fondo) medida para la configuracion cruciforme y para la configuracion
doble Z de los extensores marcadores. La sefial para el ensayo usando la configuracion doble Z de los extensores
marcadores (DT LE1-LE2) es casi 2,5 veces mayor que para el ensayo que utiliza la configuracion cruciforme de los
extensores marcadores (CF LE1-LE2). Para la comparacion, los ensayos en los que se incluyd solamente un
marcador extensor de cada par en el ensayo dieron sefales similares independientemente de si el extensor
marcador sencillo que se une al preamplificador procede del subgrupo cruciforme (CF LE1-) o del doble Z (DT LE1-).
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La sefial mas intensa observada utilizando los extensores marcadores de configuracion doble Z demuestra que este
disefio permite la captura mas eficiente del preamplificador que la del disefio cruciforme.
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REIVINDICACIONES
1.- Un método de captura de un marcador de un acido nucleico de interés, método que comprende:

a) proporcionar m extensores marcadores, en donde m es por lo menos dos, en donde los m extensores
marcadores son capaces de hibridarse con el acido nucleico de interés;

b) proporcionar un sistema de sistema de sonda marcadora que comprende el marcador, en donde un
componente del sistema de sonda marcadora es capaz de hibridarse simultaneamente con por lo menos dos
de los m extensores marcadores, donde cada uno de los por lo menos dos extensores marcadores comprende
una secuencia de polinucleétidos L-1 que es complementaria de una secuencia de polinucleétidos del acido
nucleico de interés y comprende una secuencia de polinucleétidos L-2 que es complementaria de una
secuencia de polinucledtidos del componente del sistema de sonda marcadora, y en donde los por lo menos
dos extensores marcadores tienen todos L1-5' de L-2 o tienen todos L-1 3' de L-2;

c) hibridarse el acido nucleico de interés con los m extensores marcadores, y

d) hibridarse el sistema de sonda marcadora con los m extensores marcadores a una temperatura de
hibridacién, que es mayor que la temperatura de fusion T, de un complejo entre cada extensor marcador
individual y el componente del sistema de sonda marcadora, en donde el acido nucleico de interés se se hibrida
con los m extensores marcadores, y el sistema de sonda marcadora se se hibrida con los m extensores
marcadores a la citada temperatura de hibridacién, capturando de este modo al marcador asociado al acido
nucleico de interés.

2. El método de la reivindicaciéon 1, en donde todos los m extensores marcadores tienen L-1 5' de L-2 o todos tienen
L-1 3'de L-2.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde el sistema de sonda marcadora comprende un multimero de
amplificacion o preamplificador, donde el citado multimero de amplificacién o preamplificador es capaz de hibridarse
con por lo menos dos de los m extensores marcadores.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el sistema de sonda marcadora comprende un preamplificador, un
multimero de amplificaciéon y una sonda marcadora; en donde el preamplificador es capaz de hibridarse
simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores y con una pluralidad de multimeros de
amplificacién; en donde el multimero de amplificacion es capaz de hibridarse simultaneamente con el
preamplificador y con una pluralidad de sondas marcadoras; y donde la sonda marcadora comprende el marcador.

5. El método segun la reivindicacion 1, en donde el sistema de sonda marcadora comprende un multimero de
amplificacion y una sonda marcadora; donde el multimero de amplificacion es capaz de hibridarse simultaneamente
con por lo menos dos de los m extensores marcadores y con una pluralidad de sondas marcadoras; y donde la
sonda marcadora comprende el marcador.

6. El método segun la reivindicacion 1, en donde el sistema de sonda marcadora comprende una sonda marcadora;
donde la sonda marcadora es capaz de hibridarse simultineamente con por lo menos dos de los m extensores
marcadores; y donde la sonda marcadora comprende el marcador.

7. El método segun la reivindicacion 1, en donde el componente del sistema de sonda marcadora es capaz de
hibridarse simultaneamente con por lo menos dos de los m extensores marcadores.

8. El método segun la reivindicacion 1, en donde la temperatura de hibridacion esta aproximadamente 5°C por
encima o mas que la temperatura T, de un complejo entre cada extensor marcador individual y el componente del
sistema de la sonda marcadora.

9. El método segun la reivindicacion 1, en donde la temperatura de hibridacion esta aproximadamente 7° C por
encima o mas, aproximadamente 10° C por encima o mas, aproximadamente 12° C por encima o mas,
aproximadamente 15° C por encima o mas, aproximadamente 17° C por encima o mas, aproximadamente 20° C por
encima o mas que la Tr, de un complejo entre cada extensor marcador individual y el componente del sistema de la
sonda marcadora.

10. El método segun la reivindicacién 1, en donde la secuencia de polinucledtidos L-2 tiene una longitud de 20
nucleoétidos o inferior.

11. El método segun la reivindicacion 10, en donde L-2 tiene una longitud comprendida entre 9 y 17 nucledtidos, o
entre 13 y 15 nucledtidos.

12. El método segun la reivindicaciéon 1, en donde cada uno de los por lo menos dos m extensores marcadores
mencionados tienen L-1 en el extremo 5'y L-2 en el extremo 3.
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13. El método segun la reivindicaciéon 1, en donde cada uno de los por lo menos dos m extensores marcadores
mencionados tienen L-1 en el extremo 3'y L-2 en el extremo 5'.

14. El método segun la reivindicacion 1, que comprende capturar el acido nucleico de interés sobre un soporte
solido.

15. El método segun la reivindicacion 1, que comprende detector una sefial procedente de la sonda.

30



ES 2434915713

LEs

L/\L cp\
T v elell—

N OV N\ /

ARNm diana oks

' multimero
)%_/ -de amplificacién
v 'g'\

e

soportesolido

substrato
quimiolumigénico

31



ES 2434915713

glg—wi i i
o ZZZZ
% o

N vﬂl ._ LI |

: o
b4 Vs s ol

e ot
Syt
% &

- sm/ .,ﬁ., 3
. . 8«:\/@;
age{ e N

8iz
vz




ES 2434915713

1
1 2 3
Longitud de onda
I /\/\
T T T i
{ 2 a
Longitud de onda
1

1 2 3
Longitud de onda

Fig. 2E

33



g¢ 614

::/222_/:::
mmn

+

e W T
w AL
o¢ ‘b4 e ke

] 1

1
4 3 R

(e ¢t Tr "t "¢

ES 2434915713

EREREL

W/ Vot l el e 4‘
74 Nm LOE,

34

L AT
r\\.\\\r\l i.
- ¢
see{l_ L L
z%¢
e
Lig
¥8€
o,



ES 2434915713

ae ‘b4

ERRERR

35




ES 2434915713

ugiedyi|duwe
ap osawnIA

SULARASARSERANBEUNINNIER nAR®

/

_I. euelp a1 NN .n._.m

0dRPNU-OpDY wmwwwww 3

i
i

Jopedyidureasd
ap oswniny

ugnesydwe

7Z

(LI LTS WCN_—Q
 0lI3pNuUOpPY-
Jopeoylidwealy

36




ES 2434915713

ov ‘b4

(-13010 (@1-131.1a

68'vPe

(—131V40 (2311340
yT'8e
96°96

-00°0
-00°05
-00°001
-00°051
-007002
-00°05¢

-00°00¢

(a-s) N1y

37




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

