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DESCRIPCION
Nanoindicadores estables
Antecedentes de la invencion

Aunque todas las células del cuerpo humano contienen el mismo material genético, no se activan los mismos genes
en todas esas células. Las alteraciones en los patrones de expresion génica pueden tener profundos efectos sobre
las funciones bioldgicas. Estas variaciones en la expresion génica se encuentran en el nucleo de los procesos
fisiolégicos y patologicos alterados. Por lo tanto, la identificacion y la cuantificacion de la expresion de los genes en
las células pueden ayudar al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas y de diagndstico.

Hasta la fecha hay varias técnicas disponibles que permiten la deteccion del nivel de expresion de mdltiples genes a
la vez en una muestra compleja. La mayoria de estas tecnologias emplean micromatrices de ADN, dispositivos que
consisten de miles de secuencias de ADN inmovilizadas presentes en una superficie miniaturizada que han hecho
de este proceso mas eficaz. Desafortunadamente, a pesar de la miniaturizaciéon de los formatos matriciales, este
método todavia requiere cantidades importantes de la muestra biologica. Sin embargo, en varios casos, tales como
las biopsias de tejidos o muestras enfermos de un tipo de células discreto, la muestra bioldgica es limitada. Ademas,
la cinética de hibridacién en la superficie de una micromatriz es menos eficaz que la hibridacién en pequefias
cantidades de solucién acuosa. Por otra parte, si bien existen métodos para estimar la cantidad de acido nucleico
presente en una muestra basandose en el resultado de la hibridacion de micromatrices, la tecnologia de las
micromatrices hasta el momento no permite la deteccién de moléculas diana a nivel individual, ni existen métodos
basados en micromatrices para cuantificar directamente la cantidad de molécula diana de una muestra dada.

Fortina P et al. "Digital mRNA Profiling" Nature Biotechnology, vol.25, n.° 3, 1 de marzo de 2008, introduce y resume
los hallazgos de Geiss et al. Nature Biotechnology, vol. 26, n.° 3, marzo de 2008. Geiss et al. describen el sistema de
expresion génica NanoString nCounter®, que consiste en ADN de M13 monocatenario linealizado, denominado
estructura principal. Los documentos WO-A2-2007/139766 y WO-A2-2007/076128 proporcionan datos
experimentales que se refieren a nanoindicadores que tienen una estructura principal basada en ADN de M13
linealizado.

Existe la necesidad de una deteccidon precisa y sensible, identificacion y cuantificacion de moléculas diana en
mezclas complejas.

Sumario de la invenciéon

La presente divulgacion se refiere, en general, al campo de la deteccion, la identificacion y la cuantificacion de
moléculas diana en una muestra, € incluye nanoindicadores estables y las poblaciones de estos nanoindicadores,
basandose, en parte, en ciertas caracteristicas de disefio de las secuencias polinucleotidicas de las estructuras
principales de los nanoindicadores y las secuencias polinucleotidicas complementarias unidas a las mismas.

La invencion proporciona una poblacién de sondas de nanoindicador marcadas de forma Unica, en la que cada
sonda de nanoindicador comprende: i) una region especifica de una diana Unica; € ii) una regidon que comprende un
nanoindicador disefiado, Unico, en la que el nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico
monocatenario, disefiada de forma uUnica, comprendiendo la estructura principal al menos tres regiones de unién al
marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en la que cada region de unién al
marcador de cada estructura principal se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de unién al
marcador de esa misma estructura principal, en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una
poblacién de secuencias polinucleotidicas de disefio racional, en la que cada secuencia polinucleotidica se hibrida a
una secuencia polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables; en la
que cada secuencia polinucleotidica complementaria tiene designada una molécula detectable especifica; en la que
cada region de union al marcador tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 %, y en la que cada una de
dichas secuencias polinucleotidicas complementarias tiene una proporcion de G/C de aproximadamente 1/1 u,
opcionalmente, de aproximadamente 3/2; y en la que cada nanoindicador tiene una sefal detectable que lo distingue
de otros nanoindicadores de dicha poblacion. En algunas realizaciones, cada una de las sondas de nanoindicador
comprende ademas una region constante, comprendiendo la region constante una pluralidad de secuencias de
nucledtidos repetidas. La poblacion de sondas de nanoindicador puede comprender dos o mas sondas de
nanoindicador.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona métodos de determinacion de la presencia de al menos una
molécula diana en una muestra, que comprenden: (1) formar al menos un complejo molecular que comprende: (a) al
menos una molécula diana, y (b) al menos una sonda que comprende una region especifica de una diana Unica y
una region que comprende un nanoindicador disefiado, Unico, en la que dicho nanoindicador comprende una
estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma Unica, comprendiendo la estructura
principal al menos tres regiones de unién al marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal
Unica, en la que cada region seleccionada de unién al marcador se selecciona individualmente y es diferente del
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resto de regiones seleccionadas de unién al marcador de la estructura principal, en la que cada region de union al
marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o mas
moléculas detectables, en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblacion de secuencias
polinucleotidicas de disefio racional, en la que cada secuencia polinucleotidica complementaria tiene designada una
molécula detectable especifica; en la que cada regién de unién al marcador tiene un contenido de G/C del
aproximadamente 50 %, y la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de al menos
1/1, y (2) contar individualmente la presencia de uno o mas complejos moleculares o al menos parte del al menos un
complejo molecular para determinar la presencia de dicha al menos una molécula diana en la muestra. En algunas
realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares validos del complejo molecular es superior al
aproximadamente 12,5 %. En algunas realizaciones, el numero de recuentos es al menos dos veces superior a los
recuentos obtenidos cuando se usa una sonda de nanoindicador que comprende ADN de M13. Un nanoindicador
que comprende ADN de M13 puede comprender una estructura principal monocatenaria que comprenda una
pluralidad de regiones de ADN de M13 unidas covalentemente entre si, en la que cada region se hibride a una
secuencia polinucleotidica complementaria que tenga unidas a la misma una o mas moléculas detectables.

En algunas realizaciones de los métodos y la composicion de la invencion, los nimeros de recuentos por encima del
fondo de cada uno de los complejos moleculares tras la normalizacion de la muestra es al menos dos veces superior
si se compara con una sonda de nanoindicador que comprende ADN de M13. En algunas realizaciones, la Tf de las
secuencias polinucleotidicas complementarias cuando estan hibridadas a sus regiones de union al marcador es de
aproximadamente 80 °C o superior. En algunas realizaciones, la temperatura de fusion (Tf) de las secuencias
polinucleotidicas complementarias cuando estan hibridadas a sus regiones de unién al marcador es superior a la Tf
de las secuencias polinucleotidicas complementarias al ADN de M13 cuando estan hibridadas a la sonda de
nanoindicador que comprende ADN de M13.

En algunas realizaciones, los métodos de la invenciéon comprenden ademas determinar la presencia de una
pluralidad de moléculas diana mediante un método que comprende formar una pluralidad complejos moleculares,
comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula diana y (b) al menos una sonda que comprende una
region especifica de una diana Unica y una region que comprende un nanoindicador disefiado, Unico, en la que cada
nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma unica,
comprendiendo la estructura principal al menos tres regiones de unién al marcador unidas covalentemente entre si
en una combinacién lineal Unica, en la que cada region seleccionada de uniéon al marcador se selecciona
individualmente y es diferente del resto de regiones seleccionadas de unién al marcador de la estructura principal,
en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias polinucleotidicas de
disefio racional, en la que cada regiéon de union al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica
complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables, y en la que cada sonda comprende
una region de nanoindicador diferente y en la que cada region de unién al marcador tiene un contenido de G/C del
aproximadamente 50 %, y la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de al menos
1/1. En algunas realizaciones, se determina la presencia de al menos 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300 o 500
moléculas diana diferentes. En algunas realizaciones, la molécula diana es un acido nucleico. En algunas
realizaciones, el acido nucleico comprende al menos una mutaciéon heredable, al menos una mutaciéon somatica, al
menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), al menos una mutaciéon puntual, al menos una mutacion de
eliminacién, al menos una mutaciéon de insercion, al menos una translocalizacion cromosdmica o combinaciones de
las mismas. En algunas realizaciones, la molécula diana en un indicador de diagnostico.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona, una sonda de nanoindicador marcada de forma Unica que
comprende: i) una region especifica de una diana Unica; y ii) una regioén de una estructura principal de acido nucleico
monocatenario, disefiada de forma Unica, que comprende al menos tres regiones disefiadas de unién al marcador
unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal, en la que cada region de unién al marcador comprende
de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucledétido y tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 %, en
la que cada region seleccionada de unién al marcador se selecciona individualmente y es diferente del resto de
regiones seleccionadas de unién al marcador de esa misma sonda, en la que las regiones de unién al marcador se
seleccionan de una poblacién de secuencias polinucleotidicas de disefio racional, y en la que cada regidon de unién
al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o mas
moléculas detectables, en la que la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de al
menos 1/1. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de
aproximadamente 3/2. En algunas realizaciones, la sonda de nanoindicador comprende ademas una region
constante, comprendiendo la regién constante una pluralidad de secuencias de nucleétidos repetidas.

En algunas realizaciones de los métodos y las composiciones de la invencioén, la regién de unién al marcador
comprende de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucledtido y tiene un contenido de G/C del
aproximadamente 50 % y la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de
aproximadamente 1/1. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion
de G/C de aproximadamente 3/2. Los ejemplos de moldes que se pueden usar para generar las regiones de union al
marcador descritas en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en SEQIDNO: 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.
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En algunas realizaciones de los métodos y las composiciones de la invencion, las regiones de unién al marcador
comprenden un contenido de adenina similar. En algunas realizaciones, las bases de adenina estan separadas al
menos una media de cada 8 a 16 bases de nucledtido. En algunas realizaciones, las regiones de unién al marcador
comprenden un patron repetido de forma regular de bases de adenina. En algunas realizaciones, las bases de
adenina estan separadas aproximadamente cada 8 a 16 bases de nucleétido. En algunas realizaciones, las regiones
de unién al marcador comprenden un contenido de timina del aproximadamente 35-45 %.

En algunas realizaciones de los métodos y las composiciones de la invencion, la secuencia polinucleotidica
complementaria comprende una secuencia polinucleotidica de ARN. La secuencia polinucleotidica de ARN puede
comprender al menos una base de uracilo modificada con aminoalilo. En algunas realizaciones, la molécula
detectable de la secuencia polinucleotidica complementaria esta unida a la base de uracilo modificada con
aminoalilo. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica de ARN comprende una pluralidad de bases de
uracilo modificadas con aminoalilo que estan separadas a aproximadamente una media de cada 8 a 16 bases en
dicha secuencia polinucleotidica de ARN. En algunas realizaciones, la molécula detectable esta unida a cada una de
las bases de uracilo modificadas con aminoalilo.

En algunas realizaciones de las composiciones y los métodos de la invencion, las moléculas detectables son
colorantes fluorescentes.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona métodos de preparacion de al menos un nanoindicador marcado
de forma Unica que comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario disefiada de forma Unica,
incluyendo el método las etapas de: i) combinar al menos tres regiones de unién al marcador, comprendiendo cada
una de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucledtido y un contenido de G/C del aproximadamente 50 %,
estando cada region de union al marcador seleccionada individualmente y siendo diferente del resto de regiones
seleccionadas de union al marcador del mismo nanoindicador, ii) unir covalentemente las al menos tres regiones de
union al marcador entre si en una combinacion lineal; y iii) hibridar una secuencia polinucleotidica complementaria a
dicha regién de union al marcador, en la que dicha secuencia polinucleotidica complementaria tiene unidas a la
misma una o mas moléculas detectables, y en la que la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una
proporciéon de G/C de al menos 1/1, y en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblacion
de secuencias polinucleotidicas de disefio racional. En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas
preparar una sonda de nanoindicador marcada mediante la unién del nanoindicador marcado a una region
especifica diana.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona kits de preparacion de al menos un nanoindicador marcado de
forma Unica que comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma Unica, kit
que incluye:

a) al menos tres regiones de unién al marcador, comprendiendo cada una de aproximadamente 800 a 1.300
bases de nucledtido, un contenido de G/C del aproximadamente 50 %, estando cada region de unién al marcador
del nanoindicador seleccionada individualmente y siendo diferente de las otras regiones de union al marcador del
mismo nanoindicador; y b) al menos tres secuencias polinucleotidicas complementarias que tienen unida a las
mismas una molécula detectable, en la que las secuencias polinucleotidicas complementarias tienen una
proporcion de G/C de al menos 1/1, y en la que las regiones de union al marcador se seleccionan de una
poblacién de secuencias polinucleotidicas de disefio racional. En algunas realizaciones, los kits comprenden
ademas al menos tres sondas especificas de la diana.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona kits que comprenden una poblacién de nanoindicadores segun lo
descrito en el presente documento e instrucciones para su uso.

Breve descripcion de las figuras

Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion por referencia a la
siguiente descripcion detallada y a las figuras adjuntas, de las cuales:

La Figura 1 es una ilustracion esquematica de un nanoindicador doble con un cédigo de nanoindicador en la
posicion 6, usando una sonda de captura y un Unico componente nanoindicador en la posicion 6. La flecha es
ilustrativa de un marcador de afinidad, que esta opcionalmente incluido y que se puede usar para purificar el
nanoindicador o inmovilizar el nanoindicador (o el complejo de nanoindicador-molécula diana) con el fin de
formar imagenes.

Figura 2A-2E. La Figura 2A es una ilustracion esquematica del experimento mostrado en las Figuras 2B y 2C.
En este caso, el diamante representa la biotina que se usé para unir el complejo por un extremo a la superficie
antes del estiramiento. Las Figuras 2B y 2C muestran imagenes de experimentos en los que se hibridaron la
sonda de captura S2-A, el nanoindicador marcado S2-B y el ADN diana S2 (Figura 2B) o ARN diana S2 (Figura
2C). La Figura 2E muestra un primer plano de los complejos de nanoindicador de la Figura 2B, conteniendo cada
uno sonda de captura S2-A, nanoindicador marcado S2-B y ADN diana S2. La Figura 2D muestra una imagen de
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un experimento de control negativo, en el que se hibridaron la sonda de captura S2-A, el nanoindicador marcado
S2-B y ningun ADN diana S2.

Figura 3A-3B. Muestra una nanoindicador marcado (a base de acido nucleico) con un marcador de afinidad, A1,
en un extremo. En la Figura 3, el nanoindicador marcado se inmoviliza a través de la union de A1 a una pareja de
afinidad inmovilizada. El otro extremo del nanoindicador esta en solucion (Figura 3A), pero se puede inmovilizar
mediante hibridacién a un oligonucleétido complementario que contenga otro marcador de afinidad (A2) usado
para inmovilizar el nanoindicador (Figura 3B). A1 y A2 pueden ser los mismos, por ejemplo, biotina, que para la
inmovilizacién en una superficie recubierta de avidina o estreptavidina. Tras la inmovilizacién de A1, el
nanoindicador se puede estirar o "alargar" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, por
electroestiramiento, para la separacion de las regiones de union al marcador de una manera que permita la
deteccion del cédigo de nanoindicador. Opcionalmente, mientras que el nanoindicador estd en un estado
alargado, se introduce A2 y se une el extremo del nanoindicador que es complementario a A2 en sentido
descendente hacia la superficie.

Figura 4A-4C. La Figura 4A ilustra la inmovilizacién de un extremo de una molécula de ADN en un dispositivo
microfluidico; la Figura 4B ilustra la extension del ADN en un campo eléctrico; y la Figura 4C ilustra la
inmovilizacién selectiva de un segundo extremo de la molécula de ADN extendido por los marcadores de afinidad
introducidos en el dispositivo tras el alargamiento.

La Figura 5 muestra la deteccion de IL-8 en la misma muestra usando ambos sistemas nanoindicadores DV1y
M13. Los datos se recogieron de experimentos realizados de acuerdo con el Ejemplo 4.

La Figura 6 muestra una comparacion de los sistemas DV1 y M13 en la medicién de la expresion de 40 genes
en dos muestras. Los datos se recogieron de dos experimentos representativos realizados de acuerdo con el
Ejemplo 4.

La Figura 7 muestra la deteccion de la expresion de GusB. En este experimento, se usaron bibliotecas de M13 y
DV1 que contenian 148 sondas idénticas para medir los niveles de expresion génica en 26 muestras de ARN de
ratén. Se observd un aumento medio de 6 veces del nimero absoluto de recuentos medidos por los indicadores
DV1 en comparacién con los indicadores M13. Los datos se recogieron de experimentos representativos
realizados de acuerdo con el Ejemplo 5.

La Figura 8 muestra un grafico de "indicadores validos", que se refiere a cadenas de manchas que pueden ser
interpretadas por el software de analisis de imagenes como indicador "contable". Los resultados se describen
como un porcentaje del ndmero total de uniones en un campo de visiéon. Un porcentaje significativamente
superior de los indicadores DV1 son contables en este experimento, conduciendo a un aumento del triple en los
datos (del 12,5 % al 38 %).

La Figura 9 muestra la secuencia polinucleotidica de un vector de plasmido que se puede utilizar para clonar,
propagar y generar las estructuras principales nanoindicadoras monocatenarias de la presente invencion.

La Figura 10 muestra las secuencias polinucleotidicas de dos moldes que se utilizaron en los experimentos de
optimizacion de colorante para generar estructuras principales nanoindicadoras monocatenarias (véase el
Ejemplo 6). En estas secuencias molde, la base repetida de manera regular es la timina, que, tras la
transcripcién, produce una estructura principal nanoindicadora monocatenaria complementaria que tiene la
adenina como la base repetida de forma regular. La Figura 10A muestra la secuencia polinucleotidica de un
molde que tiene una base repetida de forma regular en aproximadamente cada 8 nucledtidos. La Figura 10B
muestra la secuencia polinucleotidica de un molde que tiene una base repetida de forma regular en
aproximadamente cada 10 nucleétidos.

La Figura 11 muestra las secuencias polinucleotidicas de dos moldes que se utilizaron en los experimentos de
optimizacion de colorante para generar estructuras principales nanoindicadoras monocatenarias (véase el
Ejemplo 6). La Figura 11A muestra la secuencia polinucleotidica de un molde que tiene la base repetida de forma
regular en aproximadamente cada 12 nucleétidos. La Figura 11B muestra la secuencia polinucleotidica de un
molde que tiene una base repetida de forma regular en aproximadamente cada 14 nucleodtidos.

La Figura 12 muestra las secuencias polinucleotidicas de dos moldes que se utilizaron en los experimentos de
optimizacion de colorante para generar estructuras principales nanoindicadoras monocatenarias (véase el
Ejemplo 6). La Figura 12A muestra la secuencia polinucleotidica de un molde que tiene una base repetida de
forma regular en aproximadamente cada 16 nucledtidos. La Figura 12B muestra la secuencia polinucleotidica de
un molde que tiene una base repetida de forma regular en aproximadamente cada 24 nucleétidos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos de deteccion y cuantificacion de moléculas diana
individuales en muestras biomoleculares, incluyendo nanoindicadores estables que son capaces de unirse a
moléculas diana individuales y que proporcionan una mejor deteccion de las moléculas diana. A través de los
codigos de marcaje de los nanoindicadores, la uniéon de las sondas de nanoindicador a moléculas diana da como
resultado la identificacion de las moléculas diana. También se proporcionan métodos de fabricacién y uso de dichos
nanoindicadores. Los nanoindicadores se pueden usar en una amplia variedad de aplicaciones tales como
aplicaciones de diagnostico, prondstico, control de calidad y deteccion.

La divulgacion también se refiere a la seleccion de una biblioteca o una poblacién de nanoindicadores disefiados
(por ejemplo, secuencias sintéticas). Mas concretamente, ciertas caracteristicas de secuencia optimizadas
proporcionan una mejor estabilidad molecular de un nanoindicador, asi como una mejor deteccion cuando el
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nanoindicador se combina con una secuencia especifica de la diana. Por ejemplo, los métodos y las composiciones
de la invencion proporcionan nanoindicadores que comprenden estructuras principales sintéticas Unicas que no
producen una estructura secundaria y producen brillo uniforme.

La presente divulgacion proporciona una poblacion de nanoindicadores disefiados (por ejemplo, sintéticos), en la
que dicho nanoindicador comprende una pluralidad de diferentes moléculas detectables, y en la que la pluralidad de
diferentes moléculas detectables de cada nanoindicador tiene una sefal detectable que lo distingue de otros
nanoindicadores de dicha poblacién. Asi pues, la divulgacion proporciona una poblacion de nanoindicadores
disefiados con una mejor estabilidad molecular, en la que cada nanoindicador de la poblacion tiene una sefial
detectable que lo distingue de otros nanoindicadores de dicha poblacién.

Los nanoindicadores pueden comprender estructuras principales de disefio Unico (por ejemplo, sintéticas) hibridadas
a una secuencia polinucleotidica complementaria Unica que tenga unido a la misma un marcador detectable. Cada
nanoindicador generara una sefial Unica que no cambiara en el transcurso de un ensayo de deteccion. Se trata de la
sefial o del codigo de la sefial Unica y distinguible asociada con el nanoindicador que permanecera invariable en el
transcurso de un ensayo de deteccion. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica complementaria que
tiene unido a la misma el marcador detectable puede ser un segmento de ARN acoplado a un colorante, transcrito in
vitro, que tenga un brillo uniforme. El brillo uniforme como se describe en el presente documento se refiere a la
fuerza, al tamafio y/o a la intensidad de la sefal producida por los segmentos de ARN acoplados al colorante. Es
decir, en algunas realizaciones, la fuerza, el tamafio y/o la intensidad de la sefial del colorante seran similares entre
los segmentos de ARN acoplados al colorante que tengan el mismo colorante unido a los mismos. Por ejemplo, los
segmentos de ARN acoplados al colorante que tienen un colorante de color verde unido a los mismos tendran una
sefial similar o una sefial con la misma intensidad y/o el mismo brillo. Esto es util, entre otras cosas, porque permite
que un software/algoritmo de analisis de imagenes o un usuario defina a qué mancha de un determinado color se
pareceria en términos de brillo y tamafio. Ademas, varios de los colorantes pueden migrar a los canales de los otros
colorantes, si la fuerza de la sefial es constante, entonces la migracion a través de la sefial también sera constante,
pudiéndose asi ignorar la migracion. Por otra parte, los ruidos de las imagenes que no entran dentro de los
parametros de las manchas pueden pasarse por alto. Como resultado de ello, por ejemplo, se pueden definir
estrechamente los parametros asociados con las sefiales de los nanoindicadores, permitiendo que el
software/algoritmo o usuario haga caso omiso de un porcentaje mas alto del ruido. Estos proporcionan lecturas mas
robustas y fiables.

En algunas realizaciones, los nanoindicadores comprenden una estructura principal con una disposicién de regiones
de union al marcador basadas en nucleétidos, en la que cada region de unidn al marcador tiene una secuencia
especifica designada para un marcador especifico. En este sistema, la secuencia Unica de la estructura principal
dicta el cddigo de color del nanoindicador. Cada estructura principal se hibridara solo a la secuencia polinucleotidica
complementaria a su secuencia, cada una de las cuales tiene un marcador designado especifico (por ejemplo, un
color). Asi pues, cada estructura principal generara solo el cédigo designado, por ejemplo, incluso si la secuencia
polinucleotidica se separa de la estructura principal durante el proceso de deteccion. Si la secuencia polinucleotidica
del nanoindicador se separa durante la sintesis o durante un procedimiento de hibridaciéon, solo puede ser
reemplazada por la secuencia polinucleotidica del mismo color, eliminando la posibilidad de marcadores compartidos
o intercambiados. La secuencia polinucleotidica complementaria que tiene unido a la misma el marcador detectable
puede ser un segmento de ARN acoplado a un colorante, transcrito in vitro. En algunas realizaciones, en la
construccion de una estructura principal del nanoindicador dada de una biblioteca de moldes de regiéon de union al
marcador basados en polinucledtidos individualmente Unicos, se asigna a cada region de unién al marcador un
marcador detectable (por ejemplo, una molécula detectable), y cada regiéon de unién al marcador de una estructura
principal dada se selecciona para que sea diferente de las ofras regiones de unién al marcador de la misma
estructura principal.

En algunas realizaciones, las secuencias se disefian para tener una distribucion uniforme de una base, lo que
permite una distribucién uniforme de los marcadores acoplados (por ejemplo, fluorescentes) cuando se introduce
esta base como un nucleétido modificado en un ARN o ADN polimerizado in vitro. En algunas realizaciones, las
secuencias se disefian sin repeticiones directas o inversas significativas para fabricar los nanoindicadores lo mas
desestructurados y Unicos como sea posible. En algunas realizaciones, las secuencias se disefian sin ninguna
repeticion directa o inversa de 9 nucledtidos o mas a lo largo de una secuencia que 1.100 pares de bases de
longitud. En algunas realizaciones, las secuencias se disefian sin ninguna repeticion directa o inversa de 7
nucledtidos o mas a lo largo de cualquier region de 100 pares de bases. En algunas realizaciones, las regiones de
union al marcador y/o la secuencia polinucleotidica complementaria comprenden un contenido y una proporcion
particulares de G/C.

Los ejemplos de moldes de polinucleétidos que se pueden utilizar para generar estas regiones de unién al marcador
disefiadas se exponen en las secuencias polinucleotidicas de SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

Por consiguiente, ciertos aspectos de la invencioén reivindicada proporcionan una poblacion de nanoindicadores o
sondas de nanoindicador Unicos, cada uno compuesto de una estructura principal a base de polinucleétidos Unica,
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en la que cada nanoindicador de la poblacién no solo es distinto de los otros nanoindicadores de la poblacién, sino
que también tiene una mejor estabilidad molecular y una sefal detectable que lo distingue de otros nanoindicadores
de dicha poblacion. En algunas realizaciones, cada sonda de nanoindicador comprende una pluralidad de regiones
de unién al marcador disefiadas, individuales. En algunas realizaciones, cada una de las regiones de unién al
marcador es diferente de las otras regiones de unién al marcador de ese mismo nanoindicador. Por lo tanto, la
invencion reivindicada proporciona una poblacion mas estable de nanoindicadores Unicos que tiene propiedades de
deteccion mejoradas. En el presente documento, se describe un nanoindicador ilustrativo que tiene dichas
caracteristicas, denominado nanoindicador DV1.

Nanoindicadores

Una sonda de nanoindicador totalmente montada y marcada comprende dos partes principales, una secuencia
especifica de la diana que es capaz de unirse a una molécula diana, y un nanoindicador marcado que proporciona
un "codigo” de sefales (el "codigo de nanoindicador") asociado con la secuencia especifica de la diana.

Tras la unién de la sonda de nanoindicador a la molécula diana, el cédigo del nanoindicador identifica la molécula
diana a la que se une el nanoindicador.

Los nanoindicadores son estructuras modulares. En algunas realizaciones, el nanoindicador comprende una
pluralidad de diferentes moléculas detectables. En algunas realizaciones, un nanoindicador marcado es una entidad
molecular que contiene ciertos elementos basicos: (i) una pluralidad de regiones Unicas de unién al marcador unidas
en una determinada combinacién lineal unica; e (ii) secuencias polinucleotidicas complementarias unidas a las
regiones de unidon al marcador de la estructura principal. En algunas realizaciones, el nanoindicador marcado
comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas regiones Unicas de unién al marcador, unidas en una determinada
combinacién lineal Unica, y secuencias polinucleotidicas complementarias unidas a las regiones de unién al
marcador de la estructura principal. En algunas realizaciones, el nanoindicador marcado comprende 3 o mas
regiones Unicas de union al marcador unidas en una determinada combinacion lineal Unica y secuencias
polinucleotidicas complementarias unidas a las regiones de unién al marcador de la estructura principal. En algunas
realizaciones, el nanoindicador marcado comprende 6 o mas regiones unicas de union al marcador unidas en una
determinada combinacion lineal Unica, y secuencias polinucleotidicas complementarias unidas a las regiones de
uniéon al marcador de la estructura principal. Una sonda de nanoindicador comprende ademas una secuencia
especifica de la diana, también unida a la estructura principal.

La expresion “region de union al marcador” incluye una region de secuencia polinucleotidica definida dentro de una
estructura principal dada que puede servir como un punto de uniéon individual para una molécula detectable. En
algunas realizaciones, las regiones de union al marcador comprenden secuencias disefiadas. Los ejemplos
especificos de secuencias polinucleotidicas molde definidas que se pueden utilizar para generar regiones de unién
al marcador monocatenarias incluyen las secuencias molde expuestas en SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24, ademas de las variantes adecuadas de las mismas (por ejemplo,
secuencias que tienen un 60 %, 70 %, 80 %, 90 % , 95 %, 98 % o mas, incluyendo todos los nimeros enteros
intermedios, de identidad de secuencia). La transcripcion de las secuencias molde de SEQ ID NO: 1 a 24 genera
regiones de union al marcador monocatenarias que tienen una secuencia polinucleotidica que es complementaria a
las secuencias de SEQ ID NO: 1-24.

En algunas realizaciones, el nanoindicador marcador también comprende una estructura principal que contiene una
region constante. La expresion “region constante” incluye secuencias repetidas en tandem de aproximadamente 10
a aproximadamente 25 nucledtidos que estan unidas covalentemente a un nanoindicador. La region constante
puede estar unida bien a la regidon 5’ o a la region 3’ de un nanoindicador, y se puede utilizar para la captura y la
inmovilizacion de un nanoindicador para la formacion de imagenes o la deteccion, tal como mediante la unién a un
sustrato soélido de una secuencia que sea complementaria a la regiéon constante. En ciertos aspectos, la region
constante contiene 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas secuencias repetidas en tandem, en la que cada una de las
secuencias de repeticion comprende aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas nucledtidos, incluyendo aproximadamente 12-18, 13-17 o aproximadamente 14-16
nucledtidos.

Los nanoindicadores descritos en el presente documento comprenden secuencias disefiadas sintéticas. En algunas
realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento proporcionan una mayor uniformidad en el
brillo del marcador. Un brillo uniforme, como se describe en el presente documento, se refiere a la fuerza, al tamafio
y/o a la intensidad de la sefal producida por los segmentos marcados. Es decir, en algunas realizaciones, la fuerza,
el tamafio y/o la intensidad de la sefial de los segmentos marcados seran similares entre los segmentos que tengan
el mismo marcador unido a los mismos. Como se ha descrito anteriormente, esta mayor uniformidad conduce a
datos mas robustos. En algunas realizaciones, un nucleétido tiene al menos una media de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20,
30 o 50 bases de separacion. En algunas realizaciones, un nucleétido tiene al menos una media de 8 a 16 bases de
separacion. En algunas realizaciones, un nucleétido tiene al menos una media de 8 bases de separacion. En
algunas realizaciones, las secuencias contienen un patron espaciado de forma bastante regular de un resto de
nucledtido (por ejemplo, adenina) en la estructura principal. Esto permite que un nucledtido complementario
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espaciado de forma regular de la secuencia polinucleotidica complementaria tenga unido al mismo una molécula
detectable. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cuando las secuencias nanoindicadoras contienen un patrén
espaciado de forma bastante regular de restos de adenina en la estructura principal, cuyo complemento es un patrén
espaciado de forma regular de restos de uridina (U) en los segmentos de ARN complementarios, la transcripcion in
vitro de la segmentos se pueden realizar usando una base de uridina modificada con aminoalilo, lo que permite el
acoplamiento de amina covalente de moléculas de colorante a intervalos regulares a lo largo del segmento. En
algunas realizaciones, las secuencias contienen aproximadamente el mismo nimero o porcentaje de un nucleétido
(por ejemplo, adenina) que tiene al menos una media de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30 o 50 bases de separacion en las
secuencias. Esto permite que un nimero o porcentaje similar de la secuencia polinucleotidica complementaria tenga
unida a la misma una molécula detectable. Por lo tanto, en algunas realizaciones, las secuencias contienen un
nucledtido que no esta separado de forma regular, pero que tiene al menos una media de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 20, 30
0 50 bases de separacion, el numero de nucleétidos de las secuencias puede variar en funcién del brillo deseado del
nanoindicador. En algunas realizaciones, el 20 %, 30 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % del nucledtido
complementario esta acoplado a una molécula detectable. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cuando las
secuencias nanoindicadoras contienen un porcentaje similar de restos de adenina en la estructura principal, y la
transcripcion in vitro de los segmentos complementarios se realiza usando una base de uridina modificada con
aminoalilo, el 20 %, 30 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % de la base de uridina modificada con aminoalilo
se puede acoplar a una molécula detectable. Como alternativa, la proporcion de las bases de uridina modificada con
aminoalilo con respecto a las bases de uridina se puede cambiar durante el proceso de transcripcion in vitro para
alcanzar el brillo deseado. Por ejemplo, el proceso de transcripcion in vitro puede tener lugar en presencia de una
mezcla con una proporcion de 1/1 de las bases de uridina con respecto a las bases de uridina modificadas con
aminoalilo, cuando algunas o todas las bases de uridina modificadas con aminoalilo se pueden acoplar a una
molécula detectable. Asi pues, el experto habitual en la materia entendera que hay varios métodos en los que se
puede lograr un brillo uniforme entre los nanoindicadores.

En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento tienen una temperatura de fusion
(Tf) bastante uniforme. En algunas realizaciones, la Tf de las secuencias polinucleotidicas complementarias cuando
se hibridan a sus regiones de union al marcador de los nanoindicadores descritos en el presente documento son
superiores a la Tf de secuencias polinucleotidicas complementarias a un molde de ADN de M13 cuando se hibridan
a una sonda de nanoindicador que comprende el ADN de M13. Sin pretender quedar vinculados a teoria alguna, la
Tf de los nanoindicadores descritos en el presente documento proporciona enlaces mas fuertes entre la estructura
principal y la secuencia polinucleotidica complementaria del nanoindicador que tiene unida a la misma una molécula
detectable, por lo tanto, evitandose la disociacion durante los procedimientos de sintesis y de hibridacion. Ademas,
la Tf uniforme entre una poblacién de nanoindicadores permite la optimizacion de los procedimientos de sintesis y de
hibridacion, ya que las condiciones 6ptimas son las mismas para todas los puntos y posiciones. En algunas
realizaciones, las secuencias de los nanoindicadores tienen un 50 % de guanina/citosina (G/C), con no mas de tres
G en una fila. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la invencion proporciona una poblacién de nanoindicadores en
la que la Tf entre los nanoindicadores de la poblacion es bastante uniforme. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona una poblaciéon de nanoindicadores en la que la Tf de las secuencias polinucleotidicas complementarias
cuando se hibridan a sus regiones de union al marcador es de aproximadamente 80 °C, 85 °C, 90 °C, 100 °C o
superior. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una poblacion de nanoindicadores en la que la Tf de las
secuencias polinucleotidicas complementarias cuando se hibridan a sus regiones de union al marcador es de
aproximadamente 80 °C o superior.

En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento tienen estructuras minimas o no
secundarias, tales como cualquier interaccion de emparejamiento de bases intramolecular (por ejemplo, horquillas).
Sin pretender quedar ligados a teoria alguna, la estructura secundaria minima de los nanoindicadores proporciona
una mejor hibridacion entre la estructura principal y la secuencia polinucleotidica del nanoindicador que tiene unida a
la misma una molécula detectable. Ademas, la estructura secundaria minima de los nanoindicadores proporciona
una mejor deteccion de las moléculas detectables en los nanoindicadores. En algunas realizaciones, los
nanoindicadores descritos en el presente documento no tienen emparejamiento intramolecular significativo en
condiciones de hibridacién de 75 °C, 1 x SSPE. Las estructuras secundarias pueden predecirse mediante los
programas conocidos en la técnica tales como MFOLD. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en
el presente documento contienen menos del 1 % de repeticiones invertidas en cada cadena, en los que las
repeticiones invertidas son de 9 bases o mas. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento no contienen repeticiones invertidas en cada cadena. En algunas realizaciones, los
nanoindicadores no contienen ninguna repeticion invertida de 9 nucleétidos o mas a lo largo de una secuencia que
es de 1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, los nanoindicadores no contienen ninguna
repeticion invertida de 7 nucledtidos o mas a lo largo de ninguna region de 100 pares de bases. En algunas
realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento contienen menos de 1 % de repeticiones
invertidas en cada cadena, en los que las repeticiones invertidas son de 9 nucleétidos o mas a lo largo de una
secuencia que 1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento contienen menos del 1% de repeticiones invertidas en cada cadena, en los que las
repeticiones invertidas son de 7 nucleétidos o mas a lo largo de cualquier regidon de 100 pares de bases. En algunas
realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento tienen un contenido especifico de cadenas
sesgadas tal como una cadena es rica en CT y la otra es rica en GA.
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La invencion proporciona nanoindicadores unicos. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento contienen menos del 1% de repeticiones directas. En algunas realizaciones, los
nanoindicadores descritos en el presente documento no contienen repeticiones directas. En algunas realizaciones,
los nanoindicadores no contienen ninguna repeticion directa de 9 nucleétidos o mas a lo largo de una secuencia de
1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, los nanoindicadores marcados no contienen ninguna
repeticion directa de 7 nucledtidos o mas a lo largo de ninguna region de 100 pares de bases. En algunas
realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento contienen menos del 1 % de repeticiones
directas en cada cadena, en los que las repeticiones directas son de 9 nucleétidos o mas a lo largo de una
secuencia que 1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento contienen menos del 1 % de repeticiones directas en cada cadena, en los que las repeticiones
directas son de 7 nucleétidos o mas a lo largo de cualquier region de 100 pares de bases. En algunas realizaciones,
los nanoindicadores descritos en el presente documento contienen menos del 85, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o
5 % de homologia con cualquier otra secuencia usada en las estructuras principales o con cualquier secuencia
descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento contienen menos del 85 % de homologia con cualquier otra secuencia usada en las estructuras
principales o con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, los
nanoindicadores descritos en el presente documento contienen menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7, 5, 3, 2 bases
contiguas de homologia con cualquier otra secuencia usada en las estructuras principales o con cualquier secuencia
descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el
presente documento no tienen mas de 15 bases contiguas de homologia y no mas del 85 % de identidad a lo largo
de toda la longitud del nanoindicador con cualquier otra secuencia usada en las estructuras principales o con
cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ.

En algunas realizaciones, las caracteristicas de secuencia de las sondas de nanoindicador descritas en el presente
documento proporcionan una mejor deteccion de una molécula diana. Por ejemplo, la unién de las sondas de
nanoindicador a moléculas diana que da lugar a la identificacién de las moléculas diana se puede realizar mediante
la deteccién de manera individual de la presencia del nanoindicador. Esto se puede realizar mediante el recuento de
manera individual de la presencia de una o mas de las moléculas nanoindicadoras de una muestra. En algunas
realizaciones en las que se usan dichos métodos de recuento, las sondas de nanoindicador descritas en el presente
documento permiten un aumento en el nimero de recuentos. En algunas realizaciones, el numero de recuentos
moleculares por encima del fondo de dicho complejo molecular tras la normalizacién de la muestra es superior a
300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, el numero de
recuentos moleculares por encima del fondo de dicho complejo molecular tras la normalizaciéon de la muestra es
superior a 400 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares validos de
las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento es superior al aproximadamente 10, 11, 12, 12,5,
14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 %. En algunas realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares
validos de las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento es superior al aproximadamente 10 %.
En algunas realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares validos de las sondas de nanoindicador descritas
en el presente documento es superior al aproximadamente 12,5 %. En algunas realizaciones, el numero de
recuentos moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el presente documento tras la
normalizacion de dicha muestra es al menos 2, 3, 5, 6, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 veces superior al de
una sonda de nanoindicador comparable que comprende ADN de M13. Un nanoindicador comparable que
comprende ADN de M13 es una nanoindicador que comprende la misma region especifica de la diana unida a la
estructura principal del ADN de M13. Los ejemplos de sondas de nanoindicador comparables que comprenden ADN
de M13 se describen en el apartado de ejemplos. En algunas realizaciones, el nimero de recuentos moleculares por
encima del fondo del nanoindicador descrito en el presente documento tras la normalizaciéon de dicha muestra es al
menos 2 veces superior al de un nanoindicador comparable que comprende ADN de M13. En algunas realizaciones,
el nimero de recuentos moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el presente documento tras
la normalizacién de dicha muestra es al menos 6 veces superior al de un nanoindicador comparable que comprende
ADN de M13. En algunas realizaciones, el nUmero de recuentos moleculares por encima del fondo del nanoindicador
descrito en el presente documento tras la normalizaciéon de dicha muestra es al menos 20 veces superior al de un
nanoindicador comparable que comprende ADN de M13. En algunas realizaciones, el nimero de recuentos
moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el presente documento tras la normalizacion de
dicha muestra es al menos 100 veces superior al de un nanoindicador comparable que comprende ADN de M13.

Los elementos de un nanoindicador se pueden encontrar en una sola entidad molecular (un nanoindicador "simple")
o en dos entidades moleculares distintas (un nanoindicador "doble"). Cada entidad molecular puede estar compuesta
de una molécula o mas de una molécula unidas entre si por medios covalentes o no covalentes. En algunas
realizaciones, cada componente de un nanoindicador doble tiene una secuencia especifica de la diana que se une a
un sitio diferente en la misma molécula diana. Esto permite componentes mas pequefios del nanoindicador con
cinéticas mas eficientes de union del nanoindicador a la molécula diana y mejores proporciones de sefial:ruido como
resultado de la mayor especificidad de union. Cuando se usa un sistema de nanoindicador doble, una de las sondas
de nanoindicador puede estar sin marcar. En algunas realizaciones, la sonda de nanoindicador sin marcar puede
comprender una region de captura. En algunas realizaciones, la sonda de nanoindicador sin marcar puede
comprender una region especifica de la diana y una estructura principal que puede ser monocatenaria. En algunas
realizaciones, la sonda de nanoindicador sin marcar puede comprender una region especifica de la diana y una
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estructura principal que puede ser bicatenaria.

Las secuencias polinucleotidicas complementarias unidas a una estructura principal del nanoindicador sirven para
unir moléculas detectables, o monémeros de marcaje, a la estructura principal del nanoindicador. Las secuencias
polinucleotidicas complementarias se pueden marcar directamente, por ejemplo, mediante la incorporacion
covalente de una o mas moléculas detectables a la secuencia polinucleotidica complementaria. Como alternativa,
las secuencias polinucleotidicas complementarias pueden marcarse indirectamente, tal como mediante la
incorporacion de biotina u otra molécula capaz de tener una interaccion con un ligando especifico en la secuencia
polinucleotidica complementaria. En dichos casos, el ligando (por ejemplo, la estreptavidina en el caso de la
incorporacion de biotina a la secuencia polinucleotidica complementaria) se puede unir covalentemente a la
molécula detectable. Cuando las moléculas detectables unidas a una region de unién al marcador no se incorporan
directamente a la secuencia polinucleotidica complementaria, esta secuencia sirve como un puente entre la
molécula detectable y la region de unién al marcador, y se puede denominar molécula puente, por ejemplo, acido
nucleico de puente.

El nanoindicador a base de acido nucleico y los complejos de nanoindicador-diana de la presente invencion
comprenden acidos nucleicos, que se pueden purificar por afinidad o inmovilizar usando un acido nucleico, tal como
un oligonucleétido que sea complementario a la region constante o al nanoindicador o al acido nucleico diana. Como
se ha indicado anteriormente, en algunas realizaciones, los nanoindicadores comprenden al menos una region
constante, que puede servir como un marcador de afinidad para la purificacion y/o para la inmovilizacion (por
ejemplo, a una superficie solida). La region constante normalmente comprende dos o mas regiones repetidas en
tandem de nucleétidos de repeticion, tales como una serie de repeticiones de 15 bases. En dichas realizaciones
ilustrativas, el nanoindicador, ya esté formando un complejo con una molécula diana o de otra manera, se puede
purificar o inmovilizar mediante un reactivo de afinidad recubierto con un oligonucleétido de 15 bases que sea el
complemento inverso de la unidad de repeticion.

Los nanoindicadores o complejos de nanoindicador-molécula diana se pueden purificar en dos o mas etapas de
seleccion por afinidad. Por ejemplo, en una nanoindicador doble, una sonda puede comprender un primer marcador
de afinidad y la otra sonda puede comprender un segundo marcador de afinidad (diferente). Las sondas se mezclan
con moléculas diana, y los complejos que comprenden las dos sondas del nanoindicador doble se separan de los
materiales no unidos (por ejemplo, la diana o las sondas individuales del nanoindicador) mediante purificacion por
afinidad contra uno o ambos marcadores de afinidad individuales. En la primera etapa, la mezcla se puede unir a un
reactivo de afinidad para el primer marcador de afinidad, de modo que solo se purifican las sondas que comprenden
el primer marcador de afinidad y los complejos deseados. Los materiales unidos se liberan del primer reactivo de
afinidad y, opcionalmente, se unen a un reactivo de afinidad para el segundo marcador de afinidad, lo que permite la
separacion de los complejos de las sondas que comprenden el primer marcador de afinidad. En este momento, solo
se unirian complejos completos. Los complejos se liberan finalmente del reactivo de afinidad para el segundo
marcador de afinidad, y luego preferentemente se estiran y se fotografian. El reactivo de afinidad puede ser
cualquier superficie solida recubierta con una pareja de union para el marcador de afinidad, tal como una columna,
una perla (por ejemplo, de latex o perlas magnéticas) o un portaobjetos recubierto con la pareja de uniéon. La
inmovilizacién y el estiramiento de nanoindicadores usando reactivos de afinidad se describe de manera completa
en la solicitud provisional de EE.UU. n.° 60/753.816 por Sean M. Ferree y Dwayne L. Dunaway, titulada
"Composiciones que comprenden macromoléculas inmovilizadas, orientadas, y métodos para su preparacion”,
presentada el 23 de diciembre de 2005.

La secuencia de sefiales proporcionadas por los mondmeros marcadores asociados a las diversas regiones de
uniéon al marcador de la estructura principal de un nanoindicador dado permite la identificacién Unica del
nanoindicador. Por ejemplo, cuando se usan marcadores fluorescentes, un nanoindicador que tiene una identidad
Unica o una firma espectral Unica se asocia con una secuencia especifica de la diana que reconoce una molécula
diana especifica o una parte de la misma. Cuando un nanoindicador se expone a una mezcla que contiene la
molécula diana en condiciones que permiten la unién de la/s secuencia/s especifica/s de la diana del nanoindicador
a la molécula diana, la/s secuencia/s especifica/s de la diana se une/n preferentemente a la molécula diana. La
deteccion de la sefial del nanoindicador, tal como el cddigo espectral de un nanoindicador marcado con
fluorescencia, asociada con el nanoindicador permite la deteccidon de la presencia de la molécula diana en la mezcla
(analisis cualitativo). El recuento de todos los monémeros marcadores asociados con un cédigo o con una firma
espectral dado permite el recuento de todas las moléculas en la mezcla asociada con la secuencia especifica de la
diana acoplada al nanoindicador (analisis cuantitativo). Los nanoindicadores son, por tanto, ttiles para el diagndstico
o el pronodstico de diferentes estados bioldgicos (por ejemplo, enfermedad frente a salud) mediante el analisis
cuantitativo de los marcadores bioldgicos conocidos. Por otra parte, la exquisita sensibilidad de deteccion de
moléculas individuales y la cuantificacion proporcionada por los nanoindicadores de la invencién permite la
identificacion de nuevos marcadores de diagndstico y de prondstico, incluyendo aquellos cuyas fluctuaciones entre
los diferentes estados biolégicos son demasiado leves para detectar una correlacion con un determinado estado
bioldgico usando métodos moleculares tradicionales. La sensibilidad de deteccién molecular basada en
nanoindicadores permite el analisis farmacocinético detallado de agentes terapéuticos y de diagndéstico en muestras
bioldgicas pequenas.
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Muchos nanoindicadores, denominados nanoindicadores simples, se componen de una entidad molecular. Sin
embargo, para aumentar la especificidad de un nanoindicador y/o para mejorar la cinética de su unién a una
molécula diana, un nanoindicador puede ser un nanoindicador doble, compuesto de dos entidades moleculares,
conteniendo cada una de ellas una secuencia especifica de la diana diferente que se une a una regién diferente de
la misma molécula diana. En un nanoindicador doble, al menos una de las dos entidades moleculares esta marcada.
La otra entidad molecular no tiene que estar necesariamente marcada. Dichos componentes no marcados de
nanoindicadores dobles se pueden usar como sondas de captura (véanse las Figuras 1y 2) y, opcionalmente, tienen
marcadores de afinidad unidos, tal como biotina, que son utiles para inmovilizar y/o estirar el complejo que contiene
el nanoindicador doble y la molécula diana para permitir la visualizacion y/o de formacion de imagenes del complejo.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, se puede usar un nanoindicador doble con un cédigo de nanoindicador en la
posicién 6, usando un nanoindicador codificado en la posicion 6 y una sonda de captura. En algunas realizaciones,
se puede usar un nanoindicador doble con un cédigo de nanoindicador en la posiciéon 7, usando un componente
nanoindicador en la posicion 8 y un componente nanoindicador en una sola posicidon. En algunas realizaciones, se
puede usar un nanoindicador doble con un cédigo de nanoindicador en la posicion 6, usando una sonda de captura
con un marcador de afinidad y un componente de nanoindicador en la posicion 6. En alguna realizacion, se incluye
opcionalmente un marcador de afinidad, y se puede usar para purificar el nanoindicador o inmovilizar el
nanoindicador (o complejo de nanoindicador-molécula diana) con el fin de la formacion de imagenes.

Debido a sus estructuras modulares, los nanoindicadores se pueden montar y marcar de una variedad de maneras
diferentes. Por ejemplo, se puede unir una estructura principal de nanoindicador a una secuencia especifica de la
diana (por ejemplo, por hibridacién y, opcionalmente, ligadura), y unirse la estructura que comprende la estructura
principal y la secuencia especifica de la diana a una o mas secuencias polinucleotidicas complementarias que
tengan unida a las mismas, ya sea directa o indirectamente, una molécula detectable. Como alternativa, se puede
unir primero la estructura principal del nanoindicador a una o mas secuencias polinucleotidicas complementarias, y
unirse después la estructura principal a una secuencia especifica diana. Por lo tanto, a menos que se indique lo
contrario, una descripcion o una enumeracion de las etapas en el montaje del nanoindicador no implican que haya
que seguirse una ruta especifica de montaje.

La sintesis de los nanoindicadores se puede realizar mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica.
Se pueden cultivar plasmidos bicatenarios que porten secuencias de nanoindicador (por ejemplo, secuencias de
DV1) en algunas cepas bacterianas en condiciones de temperatura baja (no superior a 34 °C). Las estructuras
principales monocatenarias lineales de los indicadores se pueden fabricar a partir de ADN bicatenario de plasmido
usando un protocolo de cuatro etapas, que incluye la linealizacidon con una enzima de restriccion, la desfosforilacion
con una fosfatasa termolabil, la digestion con una segunda enzima de restriccion para separar el vector de clonacion
de la secuencia de la estructura principal , y una digestion con exonucleasa lambda especifica de la cadena que deje
solo una de las cadenas del fragmento de estructura principal intacta. La Figura 9 muestra un ejemplo de un vector
que se puede usar para la sintesis de nanoindicadores.

El montaje y el uso de nanoindicadores se ilustran en el presente documento, en gran parte, a modo de descripcion
de una variedad de nanoindicadores a base de acidos nucleicos. A continuacién, se presentan realizaciones
ilustrativas de nanoindicadores montados parcial y totalmente.

En su forma mas simple, la divulgacién proporciona una estructura principal de acido nucleico que tiene una
pluralidad (por ejemplo, 3) de las regiones de union al marcador que son capaces de ser marcadas y resueltas,
estando cada una de ellas hecha de una secuencia de nucleétidos de disefio racional. Estas secuencias abarcan
una o mas, o todas, las caracteristicas descritas en el presente documento que hacen que el nanoindicador sea mas
estable. Los ejemplos de moldes de polinucledtidos que se pueden utilizar para generar estas regiones de union al
marcador disefiadas se exponen en las secuencias polinucleotidicas de SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24. Las regiones de unidn al marcador de cada estructura principal
individual estan dispuestas en un orden lineal Unica o combinacién, haciendo a cada estructura principal individual
Unica en comparacion con el resto de estructuras principales de una poblaciéon. Dado que cada uno de los
nanoindicadores individuales de una poblacion esta formado por una estructura principal Unica, cada nanoindicador
es igualmente Unico en comparacion con el resto de nanoindicadores de una poblaciéon. En algunas realizaciones,
cada region de union al marcador es Unica en comparacion con la otra region de unién al marcador de la estructura
principal.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleétidos de las regiones de unién al marcador individuales dentro de
cada nanoindicador son diferentes de las secuencias de nucledtidos de las otras regiones de unién al marcador de
ese nanoindicador, evitando los reordenamientos, tales como la recombinacion, la comparticion o el cambio de las
secuencias polinucleotidicas del marcador, y mejorando asi la estabilidad molecular. El nimero de regiones de unién
al marcador que se van a formar en una estructura principal se basa en la longitud y en la naturaleza de la estructura
principal, los medios de marcaje del nanoindicador, asi como en el tipo de mondmeros marcadores que
proporcionan una sefial que se va a unir a las regiones de unién al marcador de la estructura principal. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos complementaria de cada regiéon de unién al marcador recibe una molécula
detectable especifica.
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En el presente documento, se describen nanoindicadores marcados, en los que una o mas regiones de unién al
marcador estan unidas a una molécula detectable correspondiente, proporcionando cada molécula detectable una
sefial. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un nanoindicador marcado de acuerdo con la invencion se obtiene
cuando al menos tres moléculas detectables se unen a tres regiones de unién al marcador correspondientes de la
estructura principal, de manera que estas regiones de unién al marcador marcadas, o manchas, se distinguen
basandose en su disposicion lineal Unica. Una "mancha”, en el contexto de la deteccién de los nanoindicadores, es
la sefial agregada detectada procedente de los monémeros marcadores unidos a un solo sitio de unién al marcador
de un nanoindicador, y que, dependiendo del tamafio de la regién de union al marcador y de la naturaleza (por
ejemplo, longitud de onda de emisién primaria) del monémero marcador, puede aparecer como una Unica fuente
puntual de luz cuando al observar con un microscopio. Las manchas de un nanoindicador pueden estar
superpuestos o no. El cédigo del nanoindicador que identifica esa molécula diana puede comprender cualquier
permutacion de la longitud de una mancha, su posicion relativa con respecto a otras manchas y/o la naturaleza (por
ejemplo, la/s longitud/es de onda de emisién primaria/s) de su sefial. En general, para cada sonda o par de sondas,
las regiones de union al marcador adyacentes no estan superpuestas, y/o las manchas de las regiones de union al
marcador adyacentes se distinguen espacial y/o espectralmente, al menos en las condiciones de deteccion (por
ejemplo, cuando el nanoindicador se inmoviliza, se estira y se observa bajo un microscopio, como se describe en la
solicitud de EE.UU. n.° de serie 61/029.220).

En ocasiones, se hace referencia al tamano de una mancha como un cierto nimero de bases o nucleétidos. Como
un experto en la materia entendera facilmente, esto se refiere al nimero de bases o nucleétidos de la region de
unién al marcador correspondiente.

El orden y la naturaleza (por ejemplo, la/s longitud/es de onda de emision primaria/s, opcionalmente también la
longitud) de las manchas de un nanoindicador sirven como un cédigo del nanoindicador que identifica la molécula
diana capaz de ser unida por el nanoindicador a lo largo de la/s secuencia/s especifica/s diana del nanoindicador.
Cuando el nanoindicador se une a una molécula diana, el cédigo del nanoindicador también identifica la molécula
diana. Opcionalmente, la longitud de una mancha puede ser un componente del codigo del nanoindicador.

Las moléculas detectables que proporcionan una sefial asociada a diferentes regiones de uniéon al marcador de la
estructura principal pueden proporcionar sefiales que son indistinguibles en las condiciones de las detecciones
(sefiales “similares”), o pueden proporcionar sefiales que se pueden distinguir, al menos en las condiciones de la
deteccion (por ejemplo, cuando el nanoindicador se inmoviliza, se estira y se observa con un microscopio).

La divulgacién también proporciona un nanoindicador en el que dos o mas moléculas detectables se unen a una
region de union al marcador. La sefial proporcionada por las moléculas detectables asociadas con dicha region de
union al marcador produce una sefial agregada que se detecta. La sefial agregada producida puede estar
compuesta de sefiales similares o compuesta de al menos dos sefales distinguibles (por ejemplo, sefiales
distinguibles espectralmente).

En una realizacion, la divulgacién proporciona un nanoindicador en el que al menos tres moléculas detectables que
proporcionan sefiales similares se unen a tres regiones de union al marcador correspondientes de la estructura
principal y dichas tres moléculas detectables se distinguen espacialmente. En otra realizacion, la divulgacion
proporciona un nanoindicador en el que al menos tres moléculas detectables que proporcionan tres sefiales
distinguibles se unen a tres regiones de unién al marcador vecinas, por ejemplo, tres regiones de unién al marcador
adyacentes, mediante lo que dichos al menos tres mondémeros marcadores se distinguen espectralmente.

La divulgacion también proporciona un nanoindicador en el que las manchas que proporcionan sefiales similares o
distintas estan separadas por una regidon espaciadora, de modo que la interposicion de la regién espaciadora
permite la generacion de manchas oscuras, que expanden la posible combinacion de sefiales detectables de forma
Unica. La expresion "mancha negra" se refiere a la falta de sefial procedente de un sitio de unién al marcador de un
nanoindicador. Las manchas oscuras se pueden incorporar al coédigo del nanoindicador para afiadir mas
permutaciones de codificacion y generar una mayor diversidad de los nanoindicadores de una poblacion de
nanoindicadores. En una realizacion, las regiones espaciadoras tienen una longitud determinada por la resolucion de
un instrumento empleado en la deteccién del nanoindicador.

La divulgacion proporciona un nanoindicador con una o mas "manchas dobles". Cada mancha doble contiene dos o
mas (por ejemplo, tres, cuatro o cinco) manchas adyacentes que proporcionan sefiales similares sin estar separadas
por una region espaciadora. Las manchas dobles se pueden identificar por sus tamafios.

Una molécula detectable que proporciona una sefial de acuerdo con la invencién se puede unir covalente o no
covalentemente (por ejemplo, mediante hibridacién) a una secuencia polinucleotidica complementaria que esté
unida a la regiéon de unién al marcador. Los monémeros marcadores también se pueden unir indirectamente a la
secuencia polinucleotidica complementaria, tal como mediante unién covalente a una molécula de ligando (por
ejemplo, estreptavidina) que se une por medio de su interaccidon con una molécula incorporada a la secuencia
polinucleotidica complementaria (por ejemplo, biotina incorporada a la secuencia polinucleotidica complementaria)
que, a su vez, se une mediante hibridacion a la estructura principal.
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El nanoindicador puede estar asociado a una sefial detectable de forma unica, tal como un cdédigo espectral,
determinada por la secuencia de sefiales proporcionada por los mondémeros marcadores unidos (por ejemplo,
indirectamente) a las regiones de unién al marcador de la estructura principal del nanoindicador, por lo que la
detecciodn de la sefal permite la identificacién del nanoindicador.

El nanoindicador puede comprender ademas un marcador de afinidad unido a la estructura principal del
nanoindicador, de manera que la unién del marcador de afinidad a un soporte permite a la estructura principal el
estiramiento y la resolucion de las sefiales proporcionadas por los mondémeros marcadores correspondientes a
diferentes regiones de unién al marcador de la estructura principal. El estiramiento del nanoindicador puede implicar
cualquier medio de estiramiento conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, medios que incluyen medios
fisicos, hidrodinamicos o eléctricos. El marcador de afinidad puede comprender una region constante.

Un nanoindicador de acuerdo con la invencién puede incluir ademas una secuencia especifica de la diana acoplada
a la estructura principal. La secuencia especifica de la diana se selecciona para permitir que el nanoindicador
reconozca, se una o se adhiera a una molécula diana. Los nanoindicadores de la invenciéon son adecuados para la
identificacion de moléculas diana de todos los tipos. Por ejemplo, las secuencias especificas de la diana apropiadas
se pueden acoplar a la estructura principal del nanoindicador para permitir la deteccion de una molécula diana.
Preferentemente, la molécula diana es ADN (incluyendo ADNc), ARN (incluyendo ARNm y ARNc), un péptido, un
polipéptido o una proteina.

Una realizacion de la divulgacion proporciona una mayor flexibilidad en la deteccion de la molécula diana con
mondémeros marcadores. En dicha realizacién, una nanoindicador doble que comprende dos entidades moleculares
diferentes, cada una con una region especifica de la diana separada, al menos una de las cuales estd marcada, se
une a la misma molécula diana. Por lo tanto, las secuencias especificas de la diana de los dos componentes del
nanoindicador doble se unen a diferentes partes de una molécula diana seleccionada, por lo que la deteccién del
cédigo espectral asociado con el nanoindicador doble proporciona la deteccion de la molécula diana seleccionada en
una muestra biomolecular en contacto con dicho nanoindicador doble.

La divulgacion también proporciona un método de deteccion de la presencia de una molécula diana especifica en
una muestra biomolecular, que comprende: (i) poner en contacto dicha muestra con un nanoindicador como se
describe en el presente documento (por ejemplo, un nanoindicador simple o doble) en condiciones que permitan la
union de las secuencias especificas de la diana del nanoindicador doble a la molécula diana vy (ii) detectar el cédigo
espectral asociado con el nanoindicador doble. Dependiendo de la arquitectura del nanoindicador, el nanoindicador
doble se puede marcar antes o después de la unién a la molécula diana.

La singularidad de cada sonda de nanoindicador de una poblacidon de la sonda permite el analisis multiplexado de
una pluralidad de moléculas diana. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cada sonda de nanoindicador contiene
seis regiones de union al marcador, donde cada region de union al marcador de cada estructura principal es
diferente de las otras regiones de union al marcador de la misma estructura principal. Si las regiones de unién al
marcador van a ser marcadas con uno de los cuatro colores, y hay 24 posibles secuencias Unicas para las regiones
de unién al marcador y a cada region de unién al marcador se le asigna un color especifico, cada regién de unién al
marcador de cada estructura principal consistira en una de cuatro secuencias. Habra 4.096 nanoindicadores
posibles en este ejemplo. El nimero de posibles nanoindicadores se puede aumentar, por ejemplo, aumentando el
numero de colores, aumentando el nimero de secuencias Unicas para las regiones de unién al marcador y/o
aumentando el nimero de regiones de unién al marcador por estructura principal. Del mismo modo, el nimero de
posibles nanoindicadores se puede disminuir reduciendo el nimero de colores, reduciendo el nUmero de secuencias
Unicas para las regiones de unién al marcador y/o reduciendo el nimero de regiones de unién al marcador por
estructura principal.

En ciertas realizaciones, los métodos de deteccion se realizan en ensayos multiplexados, mediante los que se
detecta una pluralidad de moléculas diana en el mismo ensayo (una Unica mezcla de reaccion). En una realizacion
preferida, el ensayo es un ensayo de hibridaciéon en el que la pluralidad de moléculas diana se detecta
simultaneamente. En ciertas realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectada en el mismo ensayo es al
menos 2, al menos 5 moléculas diana diferentes, al menos 10 moléculas diana diferentes, al menos 20 moléculas
diana diferentes, al menos 50 moléculas diana diferentes, al menos 75 moléculas diana diferentes, al menos 100
moléculas diana diferentes, al menos 200 moléculas diana diferentes, al menos 500 moléculas diana diferentes o al
menos 750 moléculas diana diferentes o al menos 1.000 moléculas diana diferentes. En otras realizaciones, la
pluralidad de moléculas diana detectada en el mismo ensayo es de hasta 50 moléculas diana diferentes, de hasta
100 moléculas diana diferentes, de hasta 150 moléculas diana diferentes, de hasta 200 moléculas diana diferentes,
de hasta 300 moléculas diana diferentes, de hasta 500 moléculas diana diferentes, de hasta 750 moléculas diana
diferentes, de hasta 1.000 moléculas diana diferentes, de hasta 2.000 moléculas diana diferentes o de hasta 5.000
moléculas diana diferentes. En otras realizaciones mas, la pluralidad de moléculas diana detectada es cualquier
intervalo entre los nimeros anteriores de diferentes moléculas diana, tales como, pero sin limitacién, de 20 a 50
moléculas diana diferentes, de 50 a 200 moléculas diana diferentes, de 100 a 1.000 moléculas diana diferentes, de
500 a 5.000 moléculas diana diferentes, etcétera.
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En ciertas realizaciones, la invencion se dirige a la deteccion de diferentes formas de corte y empalme del mismo
ARN. Las diferentes formas de corte y empalme se pueden detectar usando una pluralidad de sondas de
nanoindicador, cada una con una secuencia especifica de la diana diferente complementaria a un exén diferente del
mismo gen.

Ademas de las capacidades analiticas cualitativas proporcionadas por los nanoindicadores de la invencioén y las
técnicas analiticas basadas en las mismas, los nanoindicadores de la invencién son especialmente adecuados para
la realizacidon de analisis cuantitativos. Al proporcionar una unién de uno a uno entre los nanoindicadores (ya sean
nanoindicadores simples o dobles) de la invencion y sus moléculas diana en una muestra biomolecular, se puede
identificar y contar la totalidad o una parte representativa de las moléculas diana presentes en la muestra. Este
recuento individual de las diversas especies moleculares proporciona un método preciso y directo para determinar la
concentracion absoluta o relativa de la molécula diana en la muestra biomolecular. Por otra parte, la capacidad para
dirigirse a cada molécula de la mezcla individualmente potencia los beneficios de la miniaturizacién incluyendo una
elevada sensibilidad, requerimientos de cantidades minimas de muestra, elevadas velocidades de reaccién que son
permitidas por la cinética en fase de solucion en un pequeiio volumen, y por ultimo, costes de reactivos muy bajos.

Como se apreciara a partir de la descripcion y de los ejemplos proporcionados mas adelante, la presente invencion
proporciona numerosas ventajas. Por ejemplo, la modularidad del complejo al formar los nanoindicadores de
acuerdo con la invencién permite la creacion sistematica de genotecas de nanoindicadores Unicos que tienen un
grado de diversidad muy elevado (por ejemplo, millones de nanoindicadores reconocibles de manera tnica). Dicha
modularidad permite la flexibilidad en la adaptacion de las poblaciones de nanoindicadores a las aplicaciones
especificas que, a su vez, proporcionan eficacias de fabricacion significativas. Otra ventaja que se apreciara a través
de la siguiente descripcion proviene de la flexibilidad en el ensamblaje de los nanoindicadores de la invencion. Es
decir, debido a su estructura modular, los nanoindicadores de la invencion se pueden ensamblar antes del envio a
un punto de uso o ensamblarse en el punto de uso.

Nanoindicadores dobles

Las Figuras 1y 2 ilustran ciertas realizaciones que implican nanoindicadores dobles. En algunas realizaciones, cada
uno de los dos componentes del nanoindicador se marca, de manera que el codigo espectral del nanoindicador solo
se forma cuando los dos componentes del nanoindicador se juntan tras la unién del nanoindicador doble a su
molécula diana. Sin embargo, en un nanoindicador doble, no es necesario que ambos componentes estén
marcados. Por ejemplo, como se representa en las Figuras 1 y 2, un componente de un nanoindicador doble se
marca con el cadigo de nanoindicador, y el otro componente se une a un marcador de afinidad (flecha) que es util
para inmovilizar el nanoindicador para el estiramiento y la visualizacion.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado comunmente entendido por los expertos habituales en la materia a la que pertenece la
invencion. Para los fines de la presente invencion, a continuacion, se definen los siguientes términos.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de una (por ejemplo, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Los términos "complementarios" con respecto a polinucleétidos se refieren a polinucleétidos relacionados por las
reglas de apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" es complementaria a la secuencia "T-C-A". La
complementariedad puede ser parcial, en la que solo algunas de las bases de los acidos nucleicos se emparejan de
acuerdo con las reglas de apareamiento de bases; o puede haber complementariedad completa o total entre los
acidos nucleicos. El grado de complementariedad entre las cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos
sobre la eficiencia y la fuerza de hibridacion entre las cadenas de acido nucleico.

Los términos "polinucledtidos”, "acidos nucleicos”, "nucledtidos" y "oligonucleétidos" se usan indistintamente. Se
refieren a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucledtidos o
ribonucledtidos, o analogos de los mismos. Los siguientes son ejemplos de polinucledtidos no limitantes: regiones
codificantes o no codificantes de un gen o fragmento de gen, locus definidos a partir del analisis de enlaces, exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosomal, ribozimas, ADNc, polinucleétidos
recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado
de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede comprender nucledtidos
modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucledtidos. Si estan presentes, se pueden conferir
modificaciones en la estructura de nucleétidos antes o después de la formacién del polimero. La secuencia de
nucleétidos se puede interrumpir con componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede modificarse ademas tras
la polimerizacion, tal como mediante la conjugacion con un componente de marcaje.
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Las expresiones "identidad de secuencia" o, por ejemplo, que comprende una "secuencia idéntica en un 50 % a",
como se usan en el presente documento, se refieren a la medida en que las secuencias son idénticas de nucleétido
a nucledtido en una ventana de comparacion. Por lo tanto, se puede calcular un "porcentaje de identidad de
secuencia" mediante la comparacién de dos secuencias 6ptimamente alineadas en una ventana de comparacion,
determinando el nimero de posiciones en las que se produce la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T,
C, G, I) en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de
posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones de la ventana de comparacion (por ejemplo, el tamafio
de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.

Las expresiones y los términos usados para describir las relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos
incluyen "homologia", "ventana de comparacion”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia" e
"identidad sustancial". Debido a que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (por
ejemplo, solo una parte de la secuencia polinucleotidica completa) que es similar entre los dos polinucleétidos; y (2)
una secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (o mas)
polinucleétidos normalmente se realizan comparando secuencias de los dos polinucleétidos en una "ventana de
comparacion” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacion”
se refiere a un segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, en general, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en la que una
secuencia se compara con una secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas tras alinear las
dos secuencias de manera 6ptima. La ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir,
huecos) del aproximadamente 20 % o menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende
adiciones ni deleciones) para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. La alineacién 6ptima de secuencias para
alinear una ventana de comparacion se puede realizar mediante implementaciones informatizadas de algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer
Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE.UU.) o mediante inspeccion y la mejor alineacion (es decir, dando como
resultado el porcentaje mas alto de homologia en la ventana de comparacion) generada mediante cualquiera de los
diversos métodos seleccionados. También cabe hacer referencia a la familia de programas BLAST como, por
ejemplo, los desvelados por Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25: 3389. Se puede encontrar una descripcion
detallada del analisis de las secuencias en la Unidad 19.3 de Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology",
John Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Capitulo 15.

Estructura principal

La estructura principal del nanoindicador de la presente invencién es una molécula de acido nucleico que contiene
una pluralidad de regiones de unién al marcador (por ejemplo, al menos tres regiones de uniéon al marcador)
dispuestas en una combinacion lineal a la que los mondémeros marcadores se pueden unir directa o indirectamente.
En una realizacion, la estructura principal del nanoindicador es una estructura principal de acido nucleico en la que
las regiones de unién al marcador son regiones monocatenarias a la que otros acidos nucleicos, tales como
oligonucledtido complementario, secuencias de ARN complementarias o secuencias de ADN complementarias,
pueden unirse por hibridacién. En realizaciones especificas, la estructura principal del nanoindicador es una
molécula de acido nucleico monocatenario.

En algunas realizaciones, la estructura principal de la presente invencion es ADN. Las estructuras basadas en ADN
ofrecen numerosas ventajas en el contexto de la presente invencion debido, al menos en parte, al gran universo de
técnicas y metodologias existentes que permiten la manipulacion de las construcciones de ADN. Como se ha
indicado anteriormente, la estructura principal puede ser monocatenaria.

Cada estructura principal se compone de una sola disposicion de regiones de unién al marcador. Las regiones de
unién al marcador de una estructura principal de nanoindicador variaran en tamafio dependiendo del método de
marcaje. En diversas realizaciones, una region de union al marcador puede tener una longitud de cualquier valor de
10 nm a 10.000 nm, pero es mas preferentemente de 50 nm a 5.000 nm, y es mas preferentemente de 100 nm a
1.000 nm. En diversas realizaciones, la region de uniéon al marcador es de aproximadamente 100 nm a
aproximadamente 500 nm, de aproximadamente 150 nm a aproximadamente 450 nm, de aproximadamente 200 nm
a aproximadamente 400 nm, o de 250 a aproximadamente 350 nm. En una realizacion preferida, la regién de unién
al marcador se corresponde estrechamente con el tamafio de una mancha limitada por la difraccién, por ejemplo, la
mancha mas pequefia que se puede detectar con la éptica convencional, que es de aproximadamente 300 nm.

En algunas realizaciones, las regiones de unién al marcador estan formadas por secuencias polinucleotidicas. Para
las estructuras principales de acido nucleico, 1 nm corresponde a aproximadamente 3 nucleétidos; por lo tanto, una
region de union al marcador de aproximadamente 300 nm corresponde a una secuencia de nucledtidos de
aproximadamente 900 bases. En ciertas realizaciones, la region de unién al marcador es de aproximadamente 300
nucledétidos a aproximadamente 1,5 kb, de aproximadamente 450 nucleétidos a aproximadamente 1,35 kb, de
aproximadamente 0,6 kb a aproximadamente 1,2 kb, o de 0,75 kb a aproximadamente 1,05 kb. En ciertos aspectos,
la regién de unién al marcador es de aproximadamente 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950, 1.000, 1.050, 1.100, 1.150, 1.200, 1.250, 1.300, 1.350, 1.400, 1.450, 1.500, 1.600, 1.700, 1.800, 1.900,
2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000 o mas nucledtidos, incluyendo todos los numeros enteros
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intermedios. En ciertas realizaciones preferidas, la regién de unién al marcador es una secuencia de nucleétidos de
aproximadamente 1.100 nucleétidos de longitud.

Una estructura principal puede tener 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24-
100 regiones de union al marcador o mas, incluyendo todos los numeros enteros intermedios. En ciertas
realizaciones, una estructura principal tiene 6 regiones de unién al marcador. En alguna realizacion, las estructuras
principales individuales tienen un conjunto de regiones de unién al marcador distintas, cada una de las cuales tiene
una secuencia polinucleotidica que es diferente de las secuencias de las otras regiones de unién al marcador de la
misma estructura principal.

En algunas realizaciones, una estructura principal tiene 6 regiones uUnicas de uniéon al marcador. En algunas
realizaciones, cada estructura principal comprende una pluralidad de diferentes moléculas detectables en la que
dicha pluralidad de diferentes moléculas detectables de cada estructura principal tiene una sefial detectable que la
distingue de otras estructuras principales de la poblacion.

Cada estructura principal de una poblacién de estructuras principales se distingue del resto por tener una
combinacién lineal Unica, por el orden o por la disposicion de las regiones de unién al marcador. La secuencia
polinucleotidica de cada region de unién al marcador de una estructura principal dada es diferente de la secuencia
polinuclectidica de las otras regiones de union al marcador de la misma estructura principal. En una disposicion
lineal de multiples regiones de unién al marcador de la misma estructura principal, la repeticion de mas de una de las
mismas regiones de unién al marcador puede hacer que los plasmidos a partir de los cuales se generan las cadenas
principales sean inestables durante la replicacion en E. coli y, por lo tanto, dificles de propagar. Ademas, la
introduccion de segmentos de ARN de complemento inverso a dicha estructura principal puede causar la formacion
de indicadores "nudosos" en los que un segmento de ARN une y redne dos regiones de unién al marcador idénticas,
alterando la secuencia lineal del indicador e interfiriendo en la precision y la legibilidad del codigo del indicador, entre
otros problemas. En realizaciones en las que la inestabilidad del plasmido y la legibilidad del indicador
potencialmente baja son un problema, estos problemas se evitan mediante la construccion de cada estructura
principal individual para que tenga un conjunto de regiones de unién al marcador distintas, teniendo cada una de
ellas una secuencia polinucleotidica que es diferente de las secuencias de las otras regiones de unién al marcador
de la misma estructura principal.

Ademas, estas regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias de nucleétidos de
disefio racional (por ejemplo, secuencias sintéticas) uUnicas, teniendo cada una de ellas una secuencia
polinucleotidica Unica representada por ciertas caracteristicas (por ejemplo, contenido de G/C, proporcion de G/C,
repeticiones de adenina), como se detalla en el presente documento, designandose a cada una de ellas una
molécula detectable dada. Estas secuencias de disefio racional no solo mejoran la estabilidad mediante la
prevencion de la formacion de la estructura secundaria (por ejemplo, manteniendo la secuencia lineal del indicador
para mantener la precision y la legibilidad del cédigo indicador), sino que optimizan la concentracion y la separacion
de las moléculas detectables unidas a cada region de unién al marcador, lo que mejora la legibilidad de una
estructura principal marcada entre una poblacién de estructuras principales marcadas de forma Unica.

Regiones de unién al marcador

La presente invencién proporciona estructuras principales de nanoindicador que son moléculas de acido nucleico
sintéticas (ADN, ARN o hibridos de ADN/ARN), de disefio racional para que tengan caracteristicas que optimicen el
marcaje y la deteccion del nanoindicador, y que eviten la formacion de una estructura secundaria. En algunas
realizaciones de la invencion, una estructura principal de nanoindicador es una secuencia polinucleotidica disefiada
que comprende una o mas secuencias de 50 a 50.000 bases de longitud.

En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador esta disefiada para minimizar las estructuras
secundarias predecibles. En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador esta desprovista de
cualquier estructura secundaria. Las estructuras secundarias putativas (por ejemplo, horquillas, plegamientos o
apareamiento de bases internas) se pueden predecir mediante métodos conocidos en la técnica tales como MFOLD.
Sin pretender quedar limitados a teoria alguna, la estructura secundaria predecible de la estructura del
nanoindicador puede minimizarse evitando las repeticiones invertidas y distorsionando el contenido especifico de la
estructura principal de manera que la estructura principal sea rica en CT o en GA. En algunas realizaciones, la
estructura principal del nanoindicador no tiene ningun apareamiento intramolecular significativo en condiciones de
hibridacion de 75 °C, 1 x SSPE. En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador tiene menos del
aproximadamente 20, 15, 10, 5, 4, 3, 2 0 1 % de repeticiones invertidas, en la que las repeticiones invertidas son de
9 nucledtidos o mas. En algunas realizaciones, la estructura principal tiene menos del aproximadamente 1 % de
repeticiones invertidas, en la que las repeticiones invertidas son de 9 nucleétidos o mas. En algunas realizaciones,
los nanoindicadores no contienen ninguna repeticion invertida de 9 nucleétidos o mas a lo largo de una secuencia de
1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, los nanoindicadores no contienen ninguna repeticion
invertida de 7 nucledtidos o mas a lo largo de cualquier regién de 100 pares de bases. En algunas realizaciones, la
estructura principal del nanoindicador esta disefiada para sesgar el contenido especifico de la cadena de la
estructura principal de manera que la estructura principal sea rica en CT o en GA. Una region CT o GA es una region

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2614810713

compuesta de cualquier combinacién de los nucledtidos Cy T, o G y A. Por ejemplo, la region CT mas pequefia es
una region de dos nucledtidos en la que los dos nucleétidos son C y T. Las regiones pueden serde 2, 3,4,5,6,7, 8
o0 mas nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, aproximadamente el 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 o 70 %
de la estructura principal del nanoindicador se compone de regiones CT o GA. En algunas realizaciones, del
aproximadamente 50 al 65 % de la estructura principal del nanoindicador se compone de regiones CT o GA. En
algunas realizaciones, aproximadamente el 60 % de la estructura principal del nanoindicador se compone de
regiones CT o GA. En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador esta disefiada para sesgar el
contenido especifico de la cadena de la estructura principal de manera que la estructura principal sea rica en CT. En
algunas realizaciones, aproximadamente el 60 % de la estructura principal del nanoindicador se compone de
regiones CT.

En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador esta disefiada para maximizar la singularidad de
toda la secuencia de una poblacion de nanoindicadores evitando repeticiones directas y mediante el rastreo de toda
la secuencia que tenga cualquier homologia significativa con alguna otra secuencia usada en otras estructuras
principales de una poblacién de nanoindicadores o a cualquier secuencia descrita en la base de datos publica
REFSEQ. En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador tiene menos del aproximadamente 20,
15, 10, 5, 4, 3, 2 o 1 % de repeticiones directas. En algunas realizaciones, la estructura principal del nanoindicador
tiene menos del aproximadamente el 1 % de repeticiones directas, en la que las repeticiones directas son de 9
nucledtidos o mas en una secuencia de 1.100 pares de bases de longitud o de 7 nucleétidos o mas a lo largo de
cualquier regién de 100 pares de bases. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente
documento contienen menos del 85, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 o 5 % de homologia con cualquier otra secuencia
usada en otras estructuras principales de una poblacién de nanoindicadores o con cualquier secuencia descrita en la
base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento
contienen menos del 60 % de homologia con cualquier otra secuencia usada en otras estructuras principales de una
poblacién de nanoindicadores o con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas
realizaciones, los nanoindicadores descritos en el presente documento contienen menos del 50 % de homologia con
cualquier otra secuencia usada en otras estructuras principales de una poblacion de nanoindicadores o con
cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, la estructura principal
del nanoindicador esta disefiada para contener menos del 85 % de homologia con cualquier otra secuencia usada
en las estructuras principales o con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas
realizaciones, la estructura principal del nanoindicadores esta disefiada para contener menos de 20, 16, 15, 10, 9, 7,
5, 3, 2 bases contiguas de homologia con cualquier otra secuencia usada en las estructuras principales o con
cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ. En algunas realizaciones, la estructura principal
de los nanoindicadores esta disefiada para tener no mas de 15 bases contiguas de homologia y no mas del 85 % de
identidad en toda la longitud del nanoindicador con cualquier otra secuencia usada en las estructuras principales o
con cualquier secuencia descrita en la base de datos publica REFSEQ.

Las regiones de unién al marcador de acido nucleico de la invencion preferentemente no tienen repeticiones directas
o invertidas que sean mayores de 12 bases de longitud. En otras realizaciones, las regiones de unién al marcador de
acido nucleico no tienen repeticiones directas o invertidas que sean mayores de aproximadamente 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16 o mas bases de nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, las regiones de union al
marcador de acido nucleico no contienen ninguna repeticion invertida de 9 nucledtidos o mas a lo largo de una
secuencia que 1.100 pares de bases de longitud. En algunas realizaciones, las regiones de unién al marcador de
acido nucleico no contienen ninguna repeticion invertida de 7 nucledtidos o mas a lo largo de cualquier regién de 100
pares de bases.

Las secuencias también se pueden explorar para evitar los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion
que cortan seis bases comunes. Las secuencias seleccionadas se pueden someter ademas al analisis de la
estructura secundaria predicha, y aquellas con la minima estructura secundaria se pueden seleccionar para una
evaluacion adicional. Se puede usar cualquier programa conocido en la técnica para predecir la estructura
secundaria, tal como el programa MFOLD (Zuker, 2003, Nucleic Acids Res. 31 (13):3406-15; Mathews et al., 1999,
J. Mol. Biol. 288:911-940).

La estructura principal del nanoindicador, que en algunas realizaciones es una molécula de acido nucleico
monocatenario, se disefia para que tenga una o mas regiones de union al marcador, que comprenden un patron
regular de una determinada base (la "base repetida de forma regular"). En dichas regiones, la base repetida de
forma regular normalmente aparece con una periodicidad de aproximadamente cada n restos, donde n es cualquier
numero, y preferentemente de 4 a 25. Preferentemente, no mas del 25 % de las bases repetidas de forma regular en
una region de unién al marcador aparece en un intervalo distinto de dichos intervalos regulares. Por ejemplo, si en
una region de unién al marcador de 100 nucleétidos existen 12 bases de timina, y la timina es la base repetida de
forma regular, no mas del 25 % de estas, es decir, 3 bases de timina, aparecen fuera del patrén regular de timinas.
De igual forma, si en una region de unién al marcador de 100 nucleétidos existen 12 bases de adenina, y la adenina
es la base repetida de forma regular, no mas del 25 % de estas, es decir, 3 bases de adenina, aparecen fuera del
patron regular de adeninas. En realizaciones especificas, no mas del 20 %, no mas del 15 %, no mas del 10 %, no
mas del 9 %, no mas del 8 %, no mas del 7 %, no mas del 6 %, no mas del 5 %, no mas del 4 %, no mas del 3 %, no
mas del 2 % o no mas del 1 % de dichas bases aparecen en otros intervalos distintos de dichos intervalos regulares
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de dicha region. En algunas realizaciones, las bases no estan separadas de forma regular, pero las bases son estan,
al menos, una media de 8, 9, 10, 12, 15, 16, 18, 20, 30 o 50 nucledtidos de separacion. En algunas realizaciones, las
bases no estan separadas de forma regular, pero las bases estan, al menos, una media de 8 nucledtidos de
separacion.

En ciertas realizaciones, la base repetida de forma regular en una regiéon de unién al marcador dada esta separada
al menos aproximadamente cada 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas
bases de nucleétidos. En ciertos aspectos, la base repetida de forma regular esta espaciada aproximadamente cada
5 a 15 bases de nucleédtidos, aproximadamente cada 6 a 12 bases de nucleétidos, aproximadamente cada 7 a 10
bases de nucledtidos o aproximadamente cada 8 a 10 bases de nucledtidos. En ciertos aspectos, la base repetida
de forma regular esta separada aproximadamente cada 8 bases de nucledtidos. En ciertas realizaciones especificas,
una base adenina se repite al menos cada 8 bases de nucleétidos. En ciertas realizaciones especificas, una base de
adenina se repite aproximadamente cada 15 a 20 bases de nucleétidos. En ciertas realizaciones especificas, una
base de adenina se repite aproximadamente cada 16 bases de nucledtidos.

La base repetida de forma regular puede estar presente en una la secuencia polinucleotidica de una regién de union
al marcador dada en un contenido de nucleétidos del aproximadamente 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %,
13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %. La presencia de una base repetida de forma regular en una
media de aproximadamente cada 8 a 16 nucledtidos en una region de unién al marcador representa un contenido de
nucledtidos del aproximadamente 12,5 %. En ciertos aspectos, el contenido de nucleétidos de la base repetida de
forma regular puede ser del aproximadamente 12,5 %. En ciertos aspectos, la regidon de unién al marcador
comprende un numero seleccionado o porcentaje seleccionado de bases repetidas de forma regular por region, que
se distribuyen aleatoriamente a excepcion de que deben estar separadas al menos una cierta distancia minima, tal
como al menos aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o mas bases de
separacion.

La base repetida de forma regular puede ser cualquier base de nucledtido de adenina, timina, guanina, citosina o
uracilo. En ciertas realizaciones, la base repetida de forma regular en la region de unién al marcador monocatenaria
es adenina.

En ciertos aspectos, la secuencia polinucleotidica de las regiones de union al marcador también esta disefiada para
que tenga un cierto contenido de guanina/citosina (G/C). Por ejemplo, ciertas regiones de unién al marcador estan
disefiadas para tener un contenido total de G/C del aproximadamente 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51 %,
52 %, 54 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %, 59 %, 60 %, mas preferentemente aproximadamente un 50 %, ya que esto
proporciona una Tf bastante uniforme entre las numerosas secuencias polinucleotidicas, uUnicas, de las regiones de
union al marcador. En ciertos aspectos, las secuencias polinucleotidicas tienen no mas de tres guanines en una fila,
para reducir al minimo los problemas de sintesis. El contenido de GC total también es preferentemente uniforme en
tramos relativamente cortos para hacer Tf locales similares. Sin pretender limitarse a ninguna teoria, cuando el
nanoindicador es un acido nucleico bicatenario, la Tf de los nanoindicadores descritos en el presente documento
proporciona enlaces mas fuertes entre la estructura principal del nanoindicador y la secuencia polinucleotidica
complementaria que tiene unida a la misma una molécula detectable, evitdndose asi la disociaciéon durante los
procedimientos de sintesis y de hibridacién. Ademas, la Tf uniforme entre la poblaciéon de nanoindicadores permite la
buena optimizacion de los procedimientos de sintesis y de hibridacién, ya que las condiciones o6ptimas son las
mismas para todas las manchas y posiciones. En algunas realizaciones, las secuencias de los nanoindicadores
tienen aproximadamente el 50 % de guanina/citosina (G/C), con no mas de tres G en una fila.

En ciertos aspectos, la secuencia polinucleotidica de las regiones de union al marcador también esta disefiada para
que tenga una cierta proporcion de G/C en una cadena dada. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la secuencia
polinucleotidica de las regiones de union al marcador estan disefiadas de modo que las secuencias polinucleotidicas
complementarias tengan una proporcion de G/C de aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, aproximadamente 5/3 o
aproximadamente 7/5. En ciertos aspectos, la proporcion de G/C es de al menos 1/1. En ciertos aspectos, la
proporcion de G/C es de aproximadamente 1/1, 2/1, 3/2, 5/3 o aproximadamente 7/5 en una cadena dada. En ciertos
aspectos, la proporcion de G/C es de al menos 1/1 en la secuencia polinucleotidica complementaria. En ciertos
aspectos, la proporcion de G/C es de aproximadamente 3/2 en la secuencia polinucleotidica complementaria.

En ciertas realizaciones especificas, en las que la adenina es la base repetida de forma regular, espaciada al menos
aproximadamente cada 8 nucleétidos (aproximadamente un contenido de adenina del 12,5 %), y el contenido de
G/C es del aproximadamente 50 %, el contenido de timina puede ser del aproximadamente 37-38 % o del
aproximadamente 37,5 %. En ciertas realizaciones especificas, en las que la adenina es la base repetida de forma
regular, y el contenido de G/C es del aproximadamente 50 %, en algunas realizaciones, el contenido de timina
puede ser del aproximadamente 35-45 %. En una region de unién al marcador ilustrativa, en la que el nucleétido
repetido de forma regular es adenina y un contenido de GC del aproximadamente 50 %, el exceso de adeninas se
puede utilizar para compensar la pérdida en la abundancia de T. Para generar la secuencia seleccionada, se pueden
crear secuencias aleatorias con patrones fijos de adeninas que varian de cada 4 bases a cada 25 bases, y
explorarse para reducir al minimo la presencia de repeticiones invertidas y directas.
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En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona poblaciones de nanoindicadores o de unidades
marcadoras de nanoindicadores, por ejemplo, bibliotecas de nanoindicadores o de unidades marcadoras de
nanoindicadores que contienen al menos 3, al menos 5, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al
menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos 45, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos
90, al menos 100, al menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 750 o al menos 1.000
nanoindicadores Unicos, unidades marcadoras de nanoindicadores Unicas o nanoindicadores marcados Unicos.
Como se usa en el presente documento, el término "Unico" cuando se usa en referencia a un nanoindicador o
unidades marcadoras de nanoindicadores de una poblacion pretende significar un nanoindicador que tiene un cédigo
que lo distingue de otros nanoindicadores de la misma poblacién, por ejemplo, cada nanoindicador tiene una sefial
detectable que lo distingue de otros nanoindicadores de dicha poblacion. Por lo general, un nanoindicador se vuelve
"Unico" por la combinacién lineal particular de las regiones de unién al marcador, teniendo cada una unido a la
misma un monémero marcador seleccionado.

En realizaciones especificas, las poblaciones de nanoindicadores comprenden al menos 1.000, 5.000, al menos
10.000, al menos 20.000 o al menos 50.000 nanoindicadores Unicos o unidades marcadoras de nanoindicadores
Unicas.

Los nanoindicadores de una poblacién de nanoindicadores pueden ser nanoindicadores simples, nanoindicadores
dobles o una combinaciéon de los mismos. Los nanoindicadores pueden estar marcados o no marcados. La
poblacién de nanoindicadores descrita en el presente documento puede comprender dos 0 mas nanoindicadores.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que una base (por ejemplo, adenina) esta espaciada de forma regular, los nanoindicadores no tienen ninguna
formacion significativa de estructuras secundarias y la Tf entre los nanoindicadores de la poblaciéon es bastante
uniforme. En algunas realizaciones, la invencion proporciona una poblacion de nanoindicadores en la que la Tf de
las secuencias polinucleotidicas complementarias cuando se hibridan a sus regiones de unién al marcador es de
aproximadamente 80 °C o superior.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal de nanoindicador comprende una regiéon que comprende una pluralidad de regiones de
union al marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal, en la que cada region de union al
marcador comprende aproximadamente de 800 a 1.300 bases de nucleétidos y tiene un contenido de G/C del
aproximadamente 50 %, en la que cada region de union al marcador seleccionada es diferente de las otras regiones
de unién al marcador seleccionadas, y en la que cada regidon de unién al marcador se hibrida con una secuencia
polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables, en la que la
secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de al menos 1/1. En algunas realizaciones,
la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcién de G/C de aproximadamente 3/2. En algunas
realizaciones, la estructura principal del nanoindicador esta disefiada para sesgar el contenido especifico de la
cadena de la estructura principal de manera que la estructura principal sea rica en CT. En algunas realizaciones
aproximadamente el 60 % de la estructura principal del nanoindicador se compone de regiones de CT.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal de nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de unién al marcador unidas covalentemente
entre si en una combinacion lineal Unica, en la que dicha estructura principal del nanoindicador comprende una base
(por ejemplo, adenina) espaciada de forma regular, las estructuras principales de los nanoindicadores no tienen
ninguna formacion significativa de estructuras secundarias y contienen menos del 85 % de homologia con cualquier
otra secuencia usada en otras estructuras principales de la poblacién o con cualquier secuencia descrita en la base
de datos publica REFSEQ.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal de nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de unién al marcador unidas covalentemente
entre si en una combinacion lineal Unica, en la que dicha estructura principal del nanoindicador tiene un contenido de
G/C del aproximadamente 50 %, las estructuras principales de nanoindicadores no tienen ninguna formacion
significativa de estructuras secundarias y contienen menos del 85 % de homologia con cualquier otra secuencia
usada en otras estructuras principales de la poblacién o con cualquier secuencia descrita en la base de datos
publica REFSEQ.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal de nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de unién al marcador unidas covalentemente
entre si en una combinacion lineal Unica, en la que dicha estructura principal de nanoindicador tiene un contenido de
G/C del aproximadamente 50 %, las estructuras principales de los nanoindicadores no tienen ninguna formacion
significativa de estructuras secundarias y contienen menos del 1 % de secuencias de repeticion directa.
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En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal de nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de unién al marcador unidas covalentemente
entre si en una combinacion lineal Unica, en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una
poblacién de secuencias polinucleotidicas disefiadas, Unicas, en la que cada secuencia polinucleotidica se hibrida a
una secuencia polinucleotidica complementaria Unica que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables,
en la que cada nanoindicador tiene una sefial detectable que lo distingue de otros nanoindicadores de dicha
poblacién, y en la que cada nanoindicador es mas estable que un nanoindicador comparable que comprende ADN
de M13.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que cada estructura principal del nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico
monocatenario, comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de union al marcador unidas
covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en la que las regiones de unidén al marcador se
seleccionan de una poblacidon de secuencias polinucleotidicas disefiadas, Unicas, en la que cada secuencia
polinucleotidica se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria Unica que tiene unidas a la misma una o
mas moléculas detectables, en la que cada nanoindicador tiene una sefal detectable que lo distingue de otros
nanoindicadores de dicha poblacion, en la que la Tf de las secuencias polinucleotidicas complementarias cuando se
hibridan a sus regiones de unién al marcador en los nanoindicadores descritos en el presente documento son mas
altas que la Tf de una secuencia polinucleotidica complementaria a un molde de ADN de M13 cuando se hibrida a
una sonda de nanoindicador que comprende ADN de M13.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona una poblacion de estructuras principales de nanoindicador en la
que las caracteristicas de la secuencia de las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento
proporcionan una mejor deteccion de una molécula diana. Por ejemplo, cuando se realiza la unién de las sondas de
nanoindicador con las moléculas diana contando individualmente la presencia de una o mas moléculas del
nanoindicador en una muestra, las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento permiten un
aumento en el numero de recuentos. En algunas realizaciones, el nimero de recuentos moleculares por encima del
fondo de dicho complejo molecular tras la normalizacion de la muestra es superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700,
800, 900 o 1.000 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, las sondas de nanoindicador descritas en el
presente documento permiten un aumento del ndmero de recuentos. En algunas realizaciones, el nimero de
recuentos moleculares por encima del fondo de dicho complejo molecular tras la normalizaciéon de la muestra es
superior a 400 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, el porcentaje de los recuentos moleculares validos
de las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento es superior al aproximadamente 10, 11, 12,
12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 %. En algunas realizaciones, el porcentaje de recuentos validos
moleculares de las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento es superior al aproximadamente
12,5 %. En algunas realizaciones, el niumero de recuentos moleculares por encima del fondo de las sondas de
nanoindicador descritas en el presente documento tras la normalizaciéon de dicha muestra es al menos 2, 5, 6, 10,
15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 veces superior al de un nanoindicador comparable que comprende ADN de M13.
En algunas realizaciones, el numero de recuentos moleculares por encima del fondo de las sondas de nanoindicador
descritas en el presente documento tras la normalizacién de dicha muestra es al menos 6 veces superior al de un
nanoindicador comparable que comprende ADN de M13. En algunas realizaciones, el nimero de recuentos
moleculares por encima del fondo de las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento tras la
normalizacion de dicha muestra es al menos 2 veces superior al de un nanoindicador comparable que comprende
ADN de M13.

Una sonda de nanoindicador de M13 comparable es un nanoindicador que comprende la misma region especifica de
la diana que las sondas de nanoindicador descritas en el presente documento unidas a una estructura principal
monocatenaria que comprende una pluralidad de regiones de ADN de M13 unidas covalentemente entre si, en la
que cada region se hibrida con una secuencia polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o
mas moléculas detectables.

El tamafio de una poblacion de sondas de nanoindicador y la naturaleza de las secuencias especificas de la diana
de los nanoindicadores que contiene dependeran del uso previsto del nanoindicador. Se pueden crear poblaciones
de sondas de nanoindicador en las que las secuencias especificas de la diana correspondan a los marcadores de un
determinado tipo de células, incluyendo un tipo de célula enferma. En una realizacién especifica, la célula o el tejido
es una célula o un tejido de mamifero, y mas preferentemente es una célula o un tejido humano.

En algunas realizaciones, una secuencia apropiada se divide en regiones de unién al marcador que varian de 50
bases a 2 kilobases de longitud (pudiendo ser mas largas). Las regiones de union al marcador también pueden
variar de aproximadamente 200 bases a aproximadamente 1.800 bases, de aproximadamente 400 bases a
aproximadamente 1.600 bases, de aproximadamente 600 bases a aproximadamente 1.500 bases, de
aproximadamente 800 bases a aproximadamente 1.300 bases, de aproximadamente 900 bases a aproximadamente
1.200 bases, de aproximadamente 1.000 bases a aproximadamente 1.150 bases, de aproximadamente 1.050 bases
a aproximadamente 1.150 bases, incluyendo combinaciones de estos intervalos ilustrativos y de todos los numeros
enteros intermedios (por ejemplo, 850, 950, etc.). En ciertas realizaciones, las regiones de unién al marcador son de
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aproximadamente 1.100 bases.

En algunas realizaciones, cada region de unién al marcador es una secuencia Unica, pero contiene un niumero y
espaciamiento de adeninas constante y minimo, o de otra base seleccionada, en relacion con las otras regiones de
union al marcador de una secuencia indicadora dada. Estas regiones de unién al marcador pueden intercalarse con
otras regiones cuya secuencia no sea relevante. Las regiones de unién al marcador de una estructura principal de
nanoindicador pueden ser de diferentes longitudes y/o tener diferentes bases repetidas de forma regular.

Los ejemplos especificos de secuencias polinucleotidicas que se pueden utilizar como moldes para sintetizar
regiones de union al marcador monocatenarias incluyen las secuencias polinucleotidicas establecidas en SEQ ID
NO:1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24. Para estas secuencias, la base
repetida de forma regular citada es timina, que produce adenina como la base repetida de forma regular tras la
sintesis de las regiones de unién al marcador monocatenarias, normalmente en forma de una estructura principal de
nanoindicador. También se contemplan las variantes de estas secuencias polinucleotidicas, incluyendo secuencias
polinucleotidicas que tienen al menos un 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o mas de identidad de secuencia con
las secuencias polinucleotidicas establecidas en SEQ ID NO: 1-24, variantes que conservan las caracteristicas
deseadas o adecuadas de una region de union al marcador, segun lo descrito en mayor detalle en el presente
documento (por ejemplo, la base repetida de forma regular, el contenido de G/C, la proporcién de G/C de una
cadena dada, Tf, falta de repeticiones invertidas). Como el experto habitual en la materia apreciara, se pueden
disefiar otras secuencias para que posean las caracteristicas deseadas o adecuadas de una regién de union al
marcador descrita en el presente documento.

Se puede afiadir una secuencia de inicio optimizada para la transcripcién por la ARN polimerasa T7, T3 o SP6
(comenzando en la posicion +1 de la transcripcion) al extremo 5' de cada region de union al marcador. Los sitios de
restriccion se afaden opcionalmente a los limites de cada region de union al marcador para permitir la adicion
especifica o la eliminacion especifica de regiones de unién al marcador individuales en la secuencia usando técnicas
de clonacién convencionales.

El nimero de regiones de union al marcador de una estructura principal de nanoindicador varia preferentemente de
1 a 50. En ofras realizaciones mas, el nimero de regiones de unién al marcador sintéticas de una estructura
principal de nanoindicador varia de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 regiones de unién al marcador de disefio racional a
15, 20, 30, 40 o 50 regiones de unién al marcador, o cualquier intervalo intermedio. En ciertas realizaciones, el
numero de regiones de union al marcador de una estructura principal es de seis.

En algunas realizaciones, la base repetida de forma regular en la regiéon de unién al marcador de una estructura
principal de nanoindicador o su base complementaria repetida de forma regular en una secuencia (0 segmento)
polinucleotidica complementaria hibridada se pueden usar para unir monémeros marcadores, preferentemente
monoémeros marcadores de emision de luz, al nanoindicador en un patrén regular, espaciado uniformemente, para
una mejor distribucién de la sefial del nanoindicador. Preferentemente, cuando una regién de unién al marcador se
marca, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el
70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 % o al menos el 98 % de las apariciones de la base
repetida de forma regular esta unido a al menos un monémero marcador emisor de luz, ya sea por union covalente
de un monémero marcador a una base o por hibridaciéon con un acido nucleico en el que los complementos de la
base repetida de forma regular se marcan de esta manera.

Este porcentaje de apariciones se puede medir mediante cualquier medio conocido en la técnica. En un método, se
purifica la cantidad de acido nucleico producida en una reaccién de marcaje (por ejemplo, el ARN se puede purificar
usando un kit Qiagen RNeasy) y se somete a espectrofotometria de UV. Se mide la absorbancia ("A") a las
longitudes de onda apropiadas para cada uno de los acidos nucleicos (260 nm) y el mondémero marcador cuya
aparicion se va a medir (por ejemplo, 495 nm para Alexa Fluor 488; 590 nm para Alexa Fluor 594; 650 de Alexa
Fluor 647; y 550 nm para Cy3). Se corrige la absorbancia del acido nucleico ajustando el valor de la absorbancia a
260 nm ("A260") para eliminar la contribucién del "ruido" del monémero marcador restando la absorbancia a la
longitud de onda maxima para el monémero marcador (Amv) menos el factor de correccion para ese monémero
marcador. Cuando el acido nucleico es ARN, el nimero de monédmeros marcadores por cada mil nucleétidos se
calcula de acuerdo con la formula:

n.° de mondmeros marcadores ~ A24(0) 9010

— . ——— x 1000

1.000 nucledtidos A MM

en la que CEwm es el coeficiente de extincion para el mondmero marcador. A partir de esta férmula, se puede
calcular el porcentaje de apariciones de la base repetida de forma regular que se une a un monémero marcador de
emision de luz.
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En algunas realizaciones, la base repetida de forma regular preferida de una region de unién al marcador es la
adenina, de manera que la region se puede marcar mediante la hibridacion a una o mas secuencias
polinucleotidicas complementarias (por ejemplo, segmentos de ARN) en las que la base repetida de forma regular
sea el uracilo. En algunas realizaciones, la adenina no se repite de forma regular, pero esta espaciada al menos una
media de 8 bases. Esto permite el uso de UTP modificados con aminoalilo, que se pueden obtener facilmente a nivel
comercial, como sitios de unién al monémero marcador, en una secuencia por lo demas aleatoria. Preferentemente,
ademas de la periodicidad regular de las regiones de union al marcador, las regiones (y el acido nucleico que las
comprende) contienen una estructura secundaria minima y Tf bastante uniforme.

Los acidos nucleicos se pueden sintetizar quimicamente usando nucledtidos de origen natural o nucledtidos
modificados de diversas formas disefiados para aumentar la estabilidad biolégica de las moléculas o para aumentar
la estabilidad fisica del duplex formado entre la regién de unién al marcador y las secuencias, o segmentos,
polinucleotidicas complementarias hibridadas, por ejemplo, se pueden usar derivados de fosforotioato y nucleétidos
sustituidos con acridina. Los ejemplos de los nucleétidos modificados que se pueden usar para generar el acido
nucleico sintético incluyen 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-
acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil)uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo,
dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouracilo, queosina,
2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilico de acido uracil-5-oxiacético,
acido uracil-5-oxiacetico (v), 5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil)uracilo, (acp3)w y 2,6-diaminopurina.

Como alternativa, el acido nucleico sintético se puede producir biolégicamente usando un vector en el que se haya
subclonado un acido nucleico. Como ejemplo, se puede crear una estructura principal de ADN monocatenario lineal
a partir de un ADN bicatenario de plasmido usando un protocolo de cuatro etapas que incluya (i) la linealizacion del
ADNDbc con una enzima de restriccion; (ii) la desfosforilacion con una fosfatasa termolabil; (iii) la digestion con una
segunda enzima de restriccion para separar el vector de clonacion de la secuencia de la estructura principal; y (iv) la
digestion con una exonucleasa lambda especifica de la cadena, dejando solo una de las cadenas del fragmento de
estructura principal intacta.

En diversas realizaciones, las moléculas de acido nucleico se pueden modificar en la fraccion de la base, la fraccion
de azucar o la estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacion o solubilidad de la
molécula. Por ejemplo, la estructura principal de desoxirribosa fosfato de los acidos nucleicos se puede modificar
para generar acidos peptidonucleicos (véase Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 40:5-23). Como
se usan en el presente documento, los términos "acidos peptidonucleicos" o "PNA" hacen referencia a un mimético
de acido nucleico, por ejemplo, miméticos de ADN, en los que la estructura principal de desoxirribosa fosfato es
remplazada por una estructura principal de pseudopéptido y solo se conservan las cuatro nucleobases naturales. Se
ha demostrado que la estructura principal neutra de los PNA permite la hibridacion especifica al ADN y ARN en
condiciones de baja fuerza idnica. La sintesis de oligdmeros de PNA se puede realizar usando protocolos de sintesis
peptidica en fase solida convencionales como describe Hyrup et al., 1996, en Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1):
5-23; Perry-O'Keefe et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 93:14670-675.

En una realizacion ilustrativa, se puede construir la secuencia sintética novedosa seleccionada sintéticamente en
forma de un ADN bicatenario por medio de una empresa comercial de sintesis de genes y se puede clonar de una
manera orientada en un "fagémido", un vector plasmidico que contenga una region intergénica (IG) de un fago M13
o f1 que contiene las secuencias que actuan en cis necesarias para la replicacion del ADN y la encapsidacion del
fago, tal como pUCI 19. La orientacion apropiada de la insercion clonada con respecto al origen de replicacion del
fago permite la generacion de una estructura principal de ADN monocatenario que es el complemento inverso de las
moléculas de ARN generadas mediante la transcripcion in vitro para cada region de union al marcador.

Para generar la cadena principal de ADN monocatenario del nuevo indicador, el fagémido se transforma en una
cepa de E. coli que contiene un episoma F'. La posterior infeccion de la bacteria transformada con un fago auxiliar tal
como el mutante KO7 de M13 produce la secrecion del fagémido que porta la nueva secuencia indicadora en forma
de un fago empaquetado monocatenario a partir del cual se prepara el ADN monocatenario circular usando un
protocolo normalizado. Este ADN se linealiza y la parte del vector se separa mediante la hibridacion de
oligonucledtidos complementarios, cortos, a cualquier extremo de la nueva secuencia indicadora para generar sitios
de restriccion bicatenarios, seguido del tratamiento con las enzimas de restriccion apropiadas. La Figura 9 muestra
un ejemplo de vector plasmidico que se puede usar para clonar, propagar y generar los nanoindicadores descritos
en el presente documento.

Secuencias polinucleotidicas complementarias
En algunas realizaciones, las moléculas detectables o los monédmeros marcadores que proporcionan o emiten

sefiales que constituyen todo o parte del codigo del nanoindicador estan unidos a la region o a las regiones de unién
al marcador de la estructura principal del nanoindicador a través de una estructura denominada en el presente
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documento "secuencia polinucleotidica complementaria”. Las moléculas detectables pueden estar unidas
directamente (por ejemplo, covalente o no covalentemente) a una secuencia polinucleotidica complementaria, o
unidas indirectamente a dicha secuencia (por ejemplo, a través de un componente intermedio, tal como un ligando).

En algunas realizaciones, las secuencias polinucleotidicas complementarias pueden tener de 25 nucleétidos a varias
kilobases (por ejemplo, 5 kb) de longitud, y tienen preferentemente de 50 nucleétidos a 2 kb de longitud. En
realizaciones especificas, las secuencias polinucleotidicas complementarias tienen aproximadamente de 25 a 250,
de 50 a 200, de 50 a 150 o de 50 a 100 nucledtidos de longitud. En otras realizaciones, las secuencias
polinucleotidicas complementarias tienen aproximadamente de 500 a 2.000, de 500 a 1.500, de 500 a 1.000, de 750
a 1.250 o de 750 a 1.000 nucledtidos de longitud. En ciertos aspectos, las secuencias polinucleotidicas
complementarias tienen aproximadamente 800, 850, 900, 950, 1.100, 1.150 o 1.100 nucleétidos de longitud,
incluyendo todos los numeros enteros intermedios. Las secuencias polinucleotidicas complementarias pueden ser
polinucleétidos de ARN complementarios o polinucleétidos de ADN complementarios. En una realizacion preferida,
las secuencias polinucleotidicas complementarias son polinucleétidos de ARN complementarios.

Una molécula detectable o un monémero marcador se pueden unir covalentemente a una secuencia polinucleotidica
complementaria antes o después de que la secuencia se una a la regiéon de unién al marcador de una estructura
principal de nanoindicador. Por ejemplo, en la unién de una molécula detectable a una secuencia polinucleotidica
complementaria, el marcador se puede unir covalentemente mediante la incorporacién de un nucleétido que
contenga una molécula detectable al acido nucleico durante la sintesis, pero antes de que se hibride a la region de
unién al marcador de la estructura principal. Como alternativa, durante la sintesis de una secuencia polinucleotidica
complementaria, se puede incluir un nucleétido que contenga un grupo aceptor de moléculas detectables, y se
puede afiadir la molécula detectable a la secuencia polinucleotidica complementaria tras su sintesis, ya sea antes o
después de su hibridacion a la region de union al marcador de la estructura principal. Como alternativa, el monémero
marcador se puede unir indirectamente a la secuencia polinucleotidica complementaria, por ejemplo, mediante la
incorporacion de un nucleétido que contenga una molécula de union al ligando (por ejemplo, biotina) a la secuencia
polinucleotidica complementaria durante la sintesis, y mediante la adiciéon de un ligando (por ejemplo, estreptavidina)
que esté unido covalentemente a la molécula detectable.

En algunas realizaciones, una secuencia polinucleotidica complementaria puede variar de 20 nucleétidos a mas de 5
kb de longitud, dependiendo del método de ensamblaje del nanoindicador. Por ejemplo, cuando una secuencia
polinucleotidica complementaria tiene incorporado covalentemente uno o mas monémeros marcadores que emiten
sefiales que son parte del cédigo del nanoindicador en el contexto del nanocindicador marcado, la secuencia
polinucleotidica complementaria tiene preferentemente de aproximadamente 100 a aproximadamente 10.000 bases,
mas preferentemente de 200 a aproximadamente 2.000 bases, y aun mas preferentemente de 700 a
aproximadamente 1.200 nucleétidos de longitud, o aproximadamente 1.100 pares de bases de longitud, y, en
general, en el presente documento, se denomina segmento, siendo un segmento oscuro la secuencia
polinucleotidica complementaria antes de la incorporacion del mondmero marcador (pero, en una realizacion
preferida, que contiene sitios aceptores de monémeros marcadores, tales como nucleétidos de aminoalilo), y siendo
un segmento coloreado aquel que contiene el monémero marcador o los monémeros marcadores deseados. La Tf
de un segmento cuando se hibrida con su region de union al marcador es preferentemente >80 °C, mas
preferentemente >90 °C, en Na* 825 mM (5 x SSC).

Al igual que con las regiones de uniéon al marcador, una secuencia polinucleotidica complementaria puede
comprender un patréon de bases repetidas de forma regular o puede comprender un porcentaje similar de bases,
tales como una base de repeticion de guanina, adenina, timina, citosina o uracilo. Cuando la base de repeticion de la
region de union al marcador monocatenaria es adenina, la base de repeticion de la secuencia polinucleotidica
complementaria puede ser timina si la secuencia polinucleotidica complementaria es un polinucleétido de ADN
complementario, o uracilo si la secuencia polinucleotidica complementaria es un polinucleétido de ARN
complementario.

La base repetida de forma regular de una secuencia polinucleotidica complementaria dada puede estar separada
aproximadamente cada 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o0 mas bases de
nucledtidos. En ciertos aspectos, la base repetida de forma regular esta espaciada aproximadamente cada 5 a 15
bases de nucleétidos, aproximadamente cada 6 a 12 bases de nucleétidos, aproximadamente cada 7 a 10 bases de
nucleétidos o aproximadamente cada 8 a 10 bases de nucledtidos. En ciertos aspectos, la base repetida de forma
regular esta espaciada aproximadamente cada 8 bases de nucleotidos. En ciertos aspectos, la base repetida de
forma regular esta espaciada aproximadamente cada 15 a 20 bases de nucledtidos. En ciertos aspectos, la base
repetida de forma regular esta espaciada aproximadamente cada 16 bases de nucledtidos.

En ciertos aspectos, la base repetida de forma regular es modificada con aminoalilo. Esta modificacion permite la
union (por ejemplo, directa o indirecta, como anteriormente) de una molécula detectable o un monémero marcador a
la base repetida de forma regular. La base modificada con aminoalilo puede ser una base de guanina, adenina,
timina, citosina o uracilo. En ciertas realizaciones, la base repetida de forma regular es una base de uracilo
modificada con aminoalilo.
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En ciertos aspectos, la molécula detectable o el monédmero marcador se une a la base repetida de forma regular, tal
como mediante la modificacion con aminoalilo de esa base. En ciertos aspectos, la molécula detectable se une a
todas o a casi todas las bases repetidas de forma regular de una secuencia polinucleotidica complementaria dada.
En ciertas realizaciones, la molécula detectable se une a aproximadamente el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80%, 90% o 100 % de las bases repetidas de forma regular de una secuencia polinucleotidica
complementaria dada.

En cierto aspecto, la molécula detectable o el monémero marcador se une a una base que no se repite de forma
regular, pero que esta al menos a 8 bases de distancia, tal como mediante la modificacion con aminoalilo de esa
base. El brillo de la secuencia polinucleotidica complementaria puede variar de acuerdo con el nimero de bases de
la secuencia o el nUmero de bases marcadas de la secuencia.

Como ejemplo especifico, cuando la adenina se repite de forma regular en la regiéon de unién al marcador
monocatenaria y esta presente aproximadamente cada 8 bases de nucledtidos, también puede haber un uracilo
modificado con aminoalilo en el polinucledtido de ARN complementario aproximadamente cada 8 bases de
nucledétidos. Ademas, los uracilos modificados con aminoalilo pueden incorporarse aleatoriamente en las secuencias
polinucleotidicas complementarias, tal como mediante el ajuste de la proporcion de bases de uracilo con respecto a
las bases de uracilo modificadas en la reaccion de sintesis. En estos casos, la molécula detectable, tal como un
colorante fluorescente, se puede incorporar en todos o casi todos los uracilos modificados con aminoalilo (por
ejemplo, aproximadamente cada 8 bases) o se puede incorporar en las bases de uracilo modificadas con aminoalilo
aleatoriamente.

Al modificar el nUmero de bases repetidas de forma regular (por ejemplo, cada 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas bases), y la
incorporacion de la molécula detectable en cada base repetida de forma regular, cada dos bases repetidas de forma
regular, cada tres bases repetidas de forma regular, o aleatoriamente, etc., o sus combinaciones, la molécula
detectable se pueden incorporar aproximadamente cada 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas
bases de nucleétidos, dependiendo del nivel deseado de la sefal detectable.

En ciertas realizaciones, la secuencia polinucleotidica complementaria es un polinucleétido de ARN que comprende
una secuencia que es complementaria a las regiones de unién al marcador monocatenarias generadas por las
secuencias polinucleotidicas de molde expuestas en las SEQ ID NO: 1-24. Un polinucleétido de ARN
complementario puede ser complementario a la secuencia de longitud completa de cualquiera de las regiones de
union al marcador generadas a partir de las secuencias molde de SEQ ID NO: 1-24, o puede ser complementaria a
una region dentro de esa secuencia polinucleotidica, tal como una regién que comprende 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1.000 o mas bases de nucledtidos, incluyendo todos los numeros enteros intermedios.

En las realizaciones en las que la secuencia polinucleotidica complementaria es un polinucleétido de ARN, los
nucleétidos de ARN complementarios (por ejemplo, segmentos) para cada region de unién al marcador se pueden
crear usando métodos conocidos en la técnica, tales como los protocolos de transcripcion in vitro (IVT)
convencionales. Para sintetizar los nucleétidos de ARN complementarios, se pueden diseiar cebadores de la
reaccion en cadena de la polimerasa ("PCR") para generar un molde bicatenario a partir de un promotor de la ARN
polimerasa (T7, T3 o SP6) directamente aguas arriba (5') del sitio de inicio de la transcripcion y el final tras el sitio de
la enzima de restriccion de 3. En ciertos aspectos, las moldes para estas reacciones IVT pueden incluir los
productos de sintesis de ADN de los moldes que se describen en SEQ ID NO: 1-24, o las secuencias variantes de
los mismos, que se han clonado aguas abajo de los promotores de la ARN polimerasa T7, T3 o SP6. Usando dichos
moldes, se puede realizar la transcripcion in vitro de moléculas de ARN en presencia de una base repetida de forma
regular modificada con aminoalilo en el ARN (por ejemplo, UTP) y otras bases no modificadas (por ejemplo, ATP,
CTP y GTP). Esto conduce a un producto de ARN en el que se modifica cada base repetida de forma regular (por
ejemplo, U) para permitir el acoplamiento covalente de un monémero marcador en esa posicion de la molécula de
N.

Las transcripciones modificadas con aminoalilo resultantes (segmentos de aa) se pueden acoplar entonces a
diversos fluoréforos (por ejemplo, Alexa 488 (azul), Alexa 546 (verde), Alexa 594 (amarillo) y Alexa 647 (rojo) -
pudiéndose usar también otros colorantes). Los fluoréforos Alexa se pueden adquirir en forma de succinimidil-
ésteres o TFP-ésteres (Invitrogen™), y se pueden acoplar a las transcripciones mediante la formacion de enlaces de
amida usando protocolos convencionales. El nivel de incorporacién de colorante en un segmento se correlaciona
con el nimero de posibles sitios de unién (fracciones de aminoalilo (aa)). Para fabricar los segmentos de color mas
brillantes posibles, se usa el 100 % de aaUTP. Para cambiar el brillo, se puede usar una mezcla de aaUTP y UTP
sin modificar en cualquier proporcién en las reacciones de IVT para modificar el nUmero de sitios de aa presentes en
un segmento de aa. El brillo deseado varia con la dptica del sistema de deteccion.

Moléculas detectables o monémeros marcadores
Los nanoindicadores de la presente invencidon pueden marcarse con cualquiera de una variedad de mondmeros

marcadores, tales como un radioisétopo, fluorocromo, colorante, enzima, nanoparticula, marcador
quimioluminiscente, biotina u otro mondmero conocido en la técnica que se pueda detectar directamente (por
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ejemplo, mediante la emisiéon de luz) o indirectamente (por ejemplo, mediante la unién de un anticuerpo marcado
con fluorescencia). En general, una o mas de las regiones de unién al marcador del nanoindicador se marca con uno
0 mas monomeros marcadores, y las sefiales proporcionadas por los monémeros marcadores unidos a las regiones
de unién al marcador de un nanoindicador constituyen un cadigo detectable que identifica la diana a la que se une la
region especifica de la diana del nanoindicador. En ciertas realizaciones, la falta de una sefial dada de la region de
union al marcador (por ejemplo, una mancha oscura) también puede constituir parte del cédigo del nanoindicador.

En ciertas realizaciones, por ejemplo, cuando una estructura principal del nanoindicador se construye a partir de una
biblioteca (por ejemplo, los moldes de las regiones de union al marcador de ejemplo de SEQ ID NO: 1-24), se puede
asignar a cada region de unién al marcador Unica una molécula detectable dada. Meramente a modo de ilustracion
especifica, en una biblioteca de las 24 regiones de unién al marcador Unicas, por ejemplo, productos de los moldes
de SEQ ID NO: 1-24, se puede asignar a los productos de los moldes de SEQ ID NO: 1, 5, 9, 13, 17 y 21 una
primera molécula detectable, tal como un fluoréforo azul, se puede asignar a los productos de los moldes de SEQ ID
NO: 2, 6, 10, 14, 18 y 22 una segunda molécula detectable, tal como un fluoréforo verde, se puede asignar a los
productos de los moldes de SEQ ID NO: 3, 7, 11, 19 y 23 una tercera molécula detectable, tal como un fluoréforo
amarillo, y se puede asignar a los productos de los moldes de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 20 y 24 una cuarta molécula
detectable, tal como un fluoréforo rojo. El experto en la materia apreciara que este ejemplo es meramente ilustrativo,
y que se pueden utilizar numerosas combinaciones o alternativas para realizar el objetivo de crear una poblacion de
nanoindicadores detectables de forma Unica, incluyendo el uso de bibliotecas de diferentes tamafios y con
secuencias distintas a las expuestas en SEQ ID NO: 1-24.

Otro ejemplo de mondmeros marcadores que se pueden utilizar mediante la invencion son los fluoréforos. Se
pueden usar varios fluoréforos como mondémeros marcadores para marcar nucleétidos incluyendo, por ejemplo,
fluoresceina, tetrametilrrodamina y Rojo Texas. Se conocen varios fluoréforos diferentes, y se siguen produciendo
mas, que abarcan el espectro completo. Ademas, se han producido diferentes formulaciones del mismo fluoréforo
para diferentes aplicaciones. Por ejemplo, se puede usar fluoresceina, en su forma de isotiocianato (FITC), en forma
de isémeros mezclados o isdbmeros individuales de succinimidiléster de carboxifluoresceina (FAM), o como formas
de diclorotriazina isoméricas de fluoresceina (DTAF). Estos mondmeros son quimicamente distintos, pero todos
emiten luz con un pico entre 515-520 nm, generando de ese modo una sefial similar. Ademas de las modificaciones
quimicas de la fluoresceina, se han sintetizado fluoréforos completamente diferentes que tienen los mismos picos de
emisién o muy similares a los de la fluoresceina. Por ejemplo, el colorante Verde Oregdn tiene espectros de
excitacion y emision casi superponibles en comparacion con la fluoresceina. Otros fluoréforos tales como Verde
Rhodol y Verde Rodamina tienen picos de emision solo ligeramente desplazados y, por tanto, también sirven
funcionalmente como sustituyentes de la fluoresceina. Ademas, se han desarrollado diferentes formulaciones o
colorantes relacionados en torno a otros fluoréforos que emiten luz en otras partes del espectro.

También se dispone de mondmeros marcadores no radiactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, se puede unir la
biotina directamente a los nucledtidos y detectarla mediante la unién especifica y de alta afinidad a la avidina o a la
estreptavidina que ha sido acoplada quimicamente a una enzima que cataliza una reaccién colorimétrica (tal como
fosfatasa, luciferasa o peroxidasa). Los nucleétidos marcados con digoxigenina también se pueden usar de manera
similar para la deteccidn no isotdpica de acidos nucleicos. Los nucleoétidos biotinilados y marcados con digoxigenina
se encuentran disponibles en el mercado.

También se pueden usar particulas muy pequefias, denominadas nanoparticulas, como mondémeros marcadores
para marcar acidos nucleicos. Estas particulas varian de 1 a 1.000 nm de tamaiio, e incluyen diversas estructuras
quimicas tales como particulas de oro y plata y puntos cuanticos.

Cuando se irradia con luz blanca que incide en un angulo, las nanoparticulas de plata y oro que varian de 40 a
120 nm dispersaran la luz monocromatica con una alta intensidad. La longitud de onda de la luz dispersada depende
del tamafio de la particula. Cuatro a cinco particulas diferentes muy préximas dispersaran cada una luz
monocromatica que, cuando se superponga, dara un uUnico color especifico. Las particulas estan siendo fabricadas
por compainias tales como Genicon Sciences. Se pueden unir particulas de plata y oro derivatizadas a una amplia
matriz de moléculas que incluyen, proteinas, anticuerpos, moléculas pequefias, ligandos de receptores y acidos
nucleicos. Por ejemplo, la superficie de la particula se puede derivatizar quimicamente para permitir la unién a un
nucledtido.

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

Se pueden crear muchas docenas de clases de particulas de acuerdo con el nimero de clases de tamafos de los
cristales de los puntos cuanticos. Las clases de tamafos de los cristales se crean bien 1) mediante un estricto
control de los parametros de formacion de los cristales para crear cada clase de particulas del tamafio deseado; o 2)
mediante la creacion de lotes de cristales segun parametros para la formacion controlada con menos rigor, seguida
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de la clasificacion de acuerdo con el tamafio deseado y/o las longitudes de onda de emision. El uso de puntos
cuanticos para el marcaje de particulas, en el contexto de la presente invencion, es nuevo, pero en la técnica de los
semiconductores es antiguo. Dos ejemplos de referencias anteriores en las que los puntos cuanticos se embeben en
capas epitaxiales de silicio intrinsecas de dispositivos semiconductores de emision/deteccion de luz son las patentes
de los Estados Unidos n.° 5.293.050 y 5.354.707 concedidas a Chapple Sokol, et al.

En realizaciones especificas, una o mas de las regiones de unioén al marcador del nanoindicador estan marcadas
con uno o mas colorantes emisores de luz, conteniendo cada regiéon de unién al marcador, directa o indirectamente,
una o mas moléculas detectables o0 monémeros marcadores. La luz emitida por los colorantes puede ser luz visible o
luz invisible, tal como luz ultravioleta o infrarroja. En realizaciones ilustrativas, el colorante es un colorante de
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET); un colorante de xanteno, tal como fluoresceina y
rodamina; un colorante que tiene un grupo amino en la posicion alfa o beta (tal como un colorante de naftilamina, 1-
dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftalenosulfonato y 2-p-touidinil-6-naftalensulfonato); un colorante que
tiene 3-fenil-7-isocianatocumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y naranja de acridina; un pireno, un
benzoxadiazol y un estilbeno; un colorante que tiene 3-(e-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-
carboxifluoresceina (FAM); 5 y 6-carboxirrodamina-110 (R110); 6-carboxirrodamina-6G (R6G); N,N,N’,N-tetrametil-
6-carboxirrodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE);
ALEXA Fluor™; Cy2; Rojo Texas y Rojo Rodamina; 6-carboxi-2',4,7,7'-tetraclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-
2'4,4'5'7,7-hexaclorofluoresceina (HEX); 5-carboxi-2',4',5',7'-tetraclorofluoresceina (ZOE); NAN; NED; Cy3; Cy3.5;
Cy5; Cy5.5; Cy7; yd Cy7.5; Alexa Fluor 350; Alexa Fluor 488; Alexa Fluor 532; Alexa Fluor 546; Alexa Fluor 568;
Alexa Fluor 594; o Alexa Fluor 647.

Los mondmeros marcadores se pueden incorporar a un nanoindicador en diferentes fases de su ensamblaje, o en
un componente (por ejemplo, un nucleétido de ARN complementario del nanoindicador antes de ensamblaje en el
nanoindicador).

Un mondmero marcador se puede unir directamente a un nucleétido usando métodos bien conocidos en la técnica.
Los nucledtidos también se pueden modificar quimicamente o derivatizar para unirlos a un monémero marcador. Por
ejemplo, se puede unir un monoémero fluorescente tal como una molécula de fluoresceina a dUTP (desoxiuridin-
trifosfato) usando un grupo aminoalquinilo de cuatro atomos. Cada monémero marcador se une a un nucleétido
formando un complejo de monémero marcador:nucleétido.

Este complejo de monémero marcador/nucleétido se puede incorporar a los acidos nucleicos (por ejemplo, un
parche de ADN o un oligonucleétido de deteccion) de una variedad de maneras. Por ejemplo, se puede incorporar
un complejo de mondémero marcador:nucleétido solamente en una ubicacion dentro del acido nucleico o en dos o
mas ubicaciones dentro del acido nucleico.

Se dispone de fluoréforos reactivos con amina y reactivos con tiol, y se usan para el marcaje de nucledtidos y
biomoléculas. En general, los nucleétidos se marcan fluorescentemente durante la sintesis quimica, por ejemplo, la
incorporacion de aminas o tioles durante la sintesis de nucleétidos permite la adicién de fluoréforos. Los nucledtidos
marcados fluorescentemente se encuentran disponibles en el mercado. Por ejemplo, se dispone de uridina y
desoxiuridina trifosfatos que estan conjugados a diez fluoréforos diferentes que cubren el espectro.

Se puede unir un nucleétido a un monémero marcador primero y después se puede incorporar a un acido nucleico.
Como alternativa, se puede marcar un acido nucleico existente uniendo un monémero marcador a un nucleétido
dentro del acido nucleico. Por ejemplo, se pueden incorporar nucledtidos UTP modificados con aminoalil-("AA") al
producto de ARN durante la transcripcion. En diversas realizaciones, el 20 % o mas de los nucleétidos UTP de una
reaccion de transcripcion para generar nucleétidos de ARN complementarios se modifican con AA. En diversas
realizaciones, aproximadamente el 10 % o del aproximadamente 20 % al 100 %, del 20 % al 80 %, del 30 % a 80 %,
del 40 % al 60 % o del 50 % al 75 % de los UTP de una reaccién de transcripcién estan modificados con AA, en una
realizacion preferida, aproximadamente el 40 % o aproximadamente el 50 % de los UTP de una reaccion de
transcripcion estan modificados con AA.

Ademas, por ejemplo, se pueden incorporar diferentes tipos de complejos de monémero marcador:nucleétido a un
Unico acido nucleico, donde un componente del codigo del nanoindicador comprende mas de un tipo de sefal.

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

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

Marcadores de afinidad

Se puede usar una variedad de marcadores de afinidad conocidos en la técnica para purificar y/o inmovilizar los
nanoindicadores.

Cuando se usa un marcador de afinidad para inmovilizar un nanoindicador para la deteccion y la formacion de
imagenes, este puede denominar en el presente documento "ancla" (véase la Figura 3). En algunas realizaciones, se
une un ancla de biotina al nanoindicador, permitiendo la inmovilizacién del nanoindicador sobre un portaobjetos
recubierto con estreptavidina.

En algunas realizaciones, un nanoindicador marcado contendra un marcador de afinidad en cada extremo, A1y A2.
El nanoindicador marcado se puede inmovilizar a una superficie a través de la unién de A1 a una pareja de afinidad
inmovilizada. En ausencia de una pareja de unién de afinidad para A2, el extremo A2 del nanoindicador permanece
en soluciodn, pero en presencia de una pareja de union de afinidad (A2’), el extremo A2 del nanoindicador también
esta inmovilizado. En algunas realizaciones, un nanoindicador marcado contendra un solo marcador de afinidad, A1.
Otro marcador de afinidad, A2, se puede unir al nanoindicador mediante la unién directa del nanoindicador a una
molécula que contenga A2 (por ejemplo, si el nanoindicador es o comprende un acido nucleico, puede hibridarse
directamente con otro acido nucleico al que A2 esta unido). Como alternativa, cualquier marcador de afinidad se
puede unir al nanoindicador marcado a través de una molécula puente, tal como el acido nucleico puente. La Figura
3 ilustra ofra realizacion mas en la que un nanoindicador marcado (a base de acido nucleico) contiene un marcador
de afinidad, A1, en un extremo. En la Figura 3, el nanoindicador marcado se inmoviliza a través de la union de A1 a
una pareja de afinidad inmovilizada. El otro extremo del nanoindicador esta en solucién (Figura 3A), pero se puede
inmovilizar mediante hibridacion con un oligonucleétido complementario que contenga otro marcador de afinidad
(A2) usado para inmovilizar el nanoindicador (Figura 3B). Tras la inmovilizacion de A1, el nanoindicador se puede
estirar o "alargar" como se representa en la Figura 3, por ejemplo, mediante electroestiramiento, para la separacion
de las regiones de unién al marcador de una manera que permita la deteccion del cédigo del nanoindicador.
Opcionalmente, mientras que el nanoindicador esta en un estado alargado, se introduce A2 y se une el extremo del
nanoindicador que es complementario a A2 en sentido descendente hacia la superficie.

Un marcador de afinidad se puede usar para la unién a perlas u otras matrices para una variedad de aplicaciones
utiles, incluyendo, pero sin limitacion, la purificacion.

Mas adelante, se proporcionan ejemplos no limitantes de marcadores de afinidad adecuados. Se ha de entender que
la mayor parte de los marcadores de afinidad podrian servir para un doble fin: como anclas para la inmovilizacion de
los nanoindicadores y como marcadores para la purificacion de los nanoindicadores (bien total o solo parcialmente
ensamblados) o sus componentes.

En ciertas realizaciones, el marcador de afinidad es un monémero de proteina. Los ejemplos de los monémeros de
proteina incluyen, pero sin limitacion, las regiones constantes de inmunoglobulinas (véase Petty, 1996, “Metal-
chelate affinity chromatography”, en Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Ed. Ausubel et al., Greene
Publish. Assoc. & Wiley Interscience), glutationa S-transferasa (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell Bio. 4:220-
229), la proteina de unién a maltosa de E. coli (Guan et al., 1987, Gene 67:21-30), y diversos dominios de unién a
celulosa (patentes de EE.UU. n.° 5.496.934; 5.202.247; 5.137.819; Tomme et al., 1994, Protein Eng. 7:117-123), etc.

Otros marcadores de afinidad son reconocidos por patrones de unién especificos y, de este modo, facilitan el
aislamiento y la inmovilizacion mediante la union por afinidad a la pareja de unién, que puede estar inmovilizada
sobre un soporte solido. Por ejemplo, el marcador de afinidad puede ser un epitopo, y la pareja de union un
anticuerpo. Los ejemplos de dichos epitopos incluyen, pero sin limitacion, el epitopo FLAG, el epitopo myc en los
aminoacidos 408-439, el epitopo de la hemaglutinina del virus de la gripe (HA) o la digoxigenina ("DIG"). En otras
realizaciones, el marcador de afinidad es una secuencia de proteina o aminoacidos que es reconocida por otra
proteina o aminoacido, por ejemplo, la avidina/estreptavidina y la biotina.

En ciertos aspectos de la invencion, el marcador de afinidad es una secuencia de nucleétidos. Se pueden usar una
gran variedad de secuencias de aproximadamente 8 a aproximadamente 30 bases, mas preferentemente de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 bases, para la purificacion e inmovilizacién de los nanoindicadores, y la
secuencia se puede repetir en tandem (por ejemplo, de 1 a 10 repeticiones en tandem). Preferentemente, dicha
secuencia no estd ampliamente representada (es decir, presente en menos del 5% de los genes, mas
preferentemente, presente en menos del 3 % de los genes y, lo mas preferentemente, presente en menos del 1 %
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de los genes) en la muestra que se esta analizando (por ejemplo, cuando el nanoindicador se usa para la deteccion
de ARN celular humano, la secuencia preferentemente no estd ampliamente representada en el genoma humano);
tiene poca o ninguna estructura secundaria o autocomplementariedad bien internamente o con copias de si misma
cuando se multimeriza (es decir, todas las estructuras secundarias del marcador multimerizado tienen
preferentemente una Tf inferior a 25 °C a NaCl 1 M); no tiene una identidad significativa ni complementariedad con
las secuencias de la estructura principal o del segmento (es decir, la Tf de las secuencias complementarias es
preferentemente inferior a 25 °C a NaCl 0,2 M); y tiene una Tf de aproximadamente 35-65 °C, mas preferentemente
de aproximadamente 40-50 °C, en Na* 50 mM.

En ciertas realizaciones, se usan diferentes secuencias como marcadores de purificacion e inmovilizaciéon. En este
caso, por ejemplo, el marcador de purificacion puede ser como se ha descrito anteriormente, pero el marcador de
inmovilizacién puede estar en el intervalo de 10 a 100 bases, con una Tf de hasta 95 °C en Na* 50 mM. Una
realizacion alternativa tendria el marcador de purificacion anidado dentro del marcador de inmovilizacion (por
ejemplo, el marcador de afinidad comprenderia una secuencia de 25 bases, de las cuales 15 bases se usan como
marcador de purificacion y las 25 bases completas se usan como marcador de inmovilizacion).

En ciertos casos, el marcador de afinidad se puede usar para el marcaje de un nanoindicador ademas de para
purificar o inmovilizar el nanoindicador.

Como los expertos en la materia apreciaran, se pueden usar muchos métodos para obtener la region codificante de
los marcadores de afinidad, incluyendo, pero sin limitacion, la clonacion de ADN, amplificacion de ADN y métodos
sintéticos. Algunos de los marcadores de afinidad y reactivos para su deteccion y aislamiento se encuentran
disponibles en el mercado.

Regioén constante

Los nanoindicadores de la presente invencion pueden comprender al menos una region constante. Una region
constante puede comprender una secuencia polinucleotidica. En ciertos aspectos, la secuencia polinucleotidica de
una region constante comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos repetidas individuales, tal como 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas copias de una secuencia de repeticion. En ciertos aspectos, la region constante comprende
cuatro copias de una secuencia de repeticion.

En ciertas realizaciones, una secuencia de repeticién individual comprende aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas bases de nucledtidos. En ciertas
realizaciones, una secuencia de repeticién individual comprende aproximadamente 15 bases de nucleétidos.

Un ejemplo de una secuencia de repeticion de 15 bases es 5-GGTOTGTGTGATGTT-3' '(SEQ ID NO: 25). En
ciertas realizaciones, la regidon constante contiene cuatro copias de una repeticiéon de 15 bases, tal como la
secuencia de repeticion de SEQ ID NO: 25.

En ciertos aspectos, la region constante se puede ligar a una estructura principal de nanoindicador tras el
aislamiento y la preparacion de la secuencia polinucleotidica de la estructura principal, como se describe en el
presente documento. En algunas realizaciones, la region constante representa una parte permanente de la
estructura principal del polinucleétido, como si estuviera fusionada con la secuencia de "codificacion" de la estructura
principal (es decir, la regidon constante se clona en la estructura principal). En ciertas realizaciones, la region
constante es adyacente a un sitio de enzima de restriccion para la incorporacién preparada de las regiones de unién
al marcador seleccionadas.

Regiones especificas de la diana

La expresién "secuencia especifica de la diana" se refiere a una entidad molecular que es capaz de unirse a una
molécula diana. En el contexto de un nanoindicador, la secuencia especifica de la diana se ancla a la estructura
principal del nanoindicador.

La secuencia especifica de la diana es, en general, una secuencia de aminoacidos (es decir, una secuencia
polipeptidica o peptidica) o una secuencia de acido nucleico.

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

La secuencia especifica de la diana es preferentemente una secuencia de acido nucleico, y muy preferentemente se
encuentra en un oligonucledtido que esta unido bien covalentemente (por ejemplo, mediante ligacién) o no
covalentemente (por ejemplo, mediante hibridacion) a la estructura principal del nanoindicador. Una secuencia de
acido nucleico especifica de la diana tiene preferentemente al menos 15 nucledtidos de longitud, y mas
preferentemente tiene al menos 20 nucleodtidos de longitud. En realizaciones especificas, la secuencia especifica de
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la diana tiene aproximadamente de 10 a 500, de 20 a 400, de 30 a 300, de 40 a 200 o de 50 a 100 nucledtidos de
longitud. En otras realizaciones, la secuencia especifica de la diana tiene aproximadamente de 30 a 70, de 40 a 80,
de 50 a 90, o de 60 a 100, de 30 a 120, de 40 a 140 o de 50 a 150 nucleétidos de longitud.

Una secuencia de nucleétidos especifica de la diana tiene preferentemente una Tf de aproximadamente 65-90 °C
para cada sonda en Na* 825 mM (5 x SSC), lo mas preferentemente aproximadamente 78-83 °C.

En ciertas realizaciones preferidas, la secuencia especifica de la diana de cada sonda de un nanoindicador doble
tiene aproximadamente de 35 a 100 nucleétidos (para una secuencia diana total de aproximadamente 70 a 200
nucledtidos, cubierta por 2 sondas), lo mas preferentemente de aproximadamente 40 a 50 nucleétidos para cada
sonda (para un total de aproximadamente 80 a 100 nucledtidos).

Moléculas diana

La expresion "molécula diana" es la molécula detectada o medida mediante la unién de un nanoindicador marcado
cuyal/s secuencia/s especifica/s de la diana se reconoce/n (son parejas de union especificas). Preferentemente, una
molécula diana puede ser, pero sin limitacién, cualquiera de las siguientes: acido nucleico, péptido, un
polipéptido/una proteina (por ejemplo, una proteina bacteriana o viral o un anticuerpo), un lipido, un hidrato de
carbono, una glicoproteina, un glicolipido, una molécula pequefia, un monémero organico o un farmaco. Los acidos
nucleicos que se pueden analizar mediante los métodos de la presente invencioén incluyen: ADN bicatenario, ADN
monocatenario, horquillas de ADN monocatenario, hibridos de ADN/ARN, ARN (por ejemplo, ARNm o miARN) y
horquillas de ARN. En general, una molécula diana es una molécula de origen natural o un ADNc de una molécula
de origen natural o el complemento de dicho ADNc.

Una molécula diana puede ser parte de una muestra biomolecular que contenga otros componentes o puede ser el
Unico o principal componente de la muestra. Una molécula diana puede ser un componente de una célula o de un
tejido completo, un extracto celular o tisular, un producto lisado fraccionado del mismo o una molécula
esencialmente purificada. La molécula diana puede estar unida en solucién o en fase solida, incluyendo, por
ejemplo, una superficie sdélida tal como una microplaca, una micromatriz o una perla. Asimismo, la molécula diana
puede tener una estructura o secuencia conocida o desconocida.

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

Muestras biomoleculares

Los sistemas de nanoindicadores de la invencidon se pueden usar para detectar la molécula diana en cualquier
muestra biomolecular. Como apreciaran los expertos en la materia, la muestra puede comprender cualquier nimero
de objetos, incluyendo, pero sin limitacion: muestras biologicas tales como células (incluyendo tanto células
primarias como lineas celulares cultivadas), productos lisados o extractos celulares (incluyendo, pero sin limitacion,
extractos de ARN; ARNm purificado), tejidos y extractos tisulares (incluyendo, pero sin limitacion, extractos de ARN;
ARNm purificado); fluidos corporales (incluyendo, pero sin limitacién, sangre, orina, suero, linfa, bilis, fluido
cefalorraquideo, fluido intersticial, humero vitreo y acuoso, calostro, esputo, fluido amniético, saliva, secreciones
anales y vaginales, sudor y semen, un transudado, un producto exudado (por ejemplo, fluido obtenido de un absceso
o cualquier otro lugar de infeccion o inflamacion) o fluido obtenido de una articulacién (por ejemplo, una articulacion
normal o una articulacion afectada por una enfermedad tal como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis
séptica) o casi de cualquier organismo, prefiriéndose las muestras de mamifero y, en particular, las muestras de ser
humano; muestras medioambientales (incluyendo, pero sin limitacion, muestras de aire, agricolas, agua y suelo);
muestras de agentes biolégicos de conflictos bélicos; muestras de investigacion incluyendo fluidos extracelulares,
sobrenadantes extracelulares de cultivos celulares, cuerpos de inclusion de bacterias, compartimentos celulares,
periplasma celular, compartimentos mitocondriales, etc.

Las muestras biomoleculares pueden derivar indirectamente de muestras bioldgicas. Por ejemplo, cuando la
molécula diana de interés es el producto de una transcripcion celular, por ejemplo, un ARN mensajero, la muestra
biomolecular puede ser una muestra que contenga ADNc producido mediante la transcripcion inversa del ARN
mensajero. En otro ejemplo, la muestra biomolecular se genera sometiendo una muestra biolégica a
fraccionamiento, por ejemplo, fraccionamiento por tamafio o fraccionamiento de membrana.

Las muestras biomoleculares pueden ser bien nativas, por ejemplo, no sometidas a manipulacion ni a tratamiento, o

tratadas, que pueden incluir cualquier nimero de tratamientos, incluyendo la exposicion a agentes candidato
incluyendo farmacos, ingenieria genética (por ejemplo, la adicién o la delecion de un gen), etc.
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Las muestras biomoleculares también pueden incluir muestras ambientales, tales como las que contienen bacterias
u otros organismos, tales como diatomeas, dinoflagelados, algas, entre otros, tales como en ciertas muestras
marinas o a base de tierra.

Métodos

En el presente documento, se describen métodos de deteccion y/o cuantificacion de una o mas moléculas diana. En
particular, la invencién reivindicada proporciona nanoindicadores estables que son capaces de unirse a moléculas
diana individuales, y proporcionan una mejor deteccion de las moléculas diana. A través de los cédigos de marcador
de los nanoindicadores, la union de las sondas de nanoindicador a las moléculas diana da lugar a la identificacion de
las moléculas diana. La deteccion y/o cuantificacion se puede realizar usando un sistema de sondas de
nanoindicador simples o un sistema de sondas de nanoindicador dobles como se describe en el presente
documento.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona métodos de deteccion de la presencia de una molécula diana
especifica en una muestra biomolecular que comprenden poner en contacto la muestra con una sonda de
nanoindicador como se describe en el presente documento en condiciones que permitan la unién de las secuencias
especificas de la diana de las sondas con una molécula diana en la muestra, y la deteccion de la sefal asociada con
la sonda de nanoindicador marcada de forma uUnica. En algunas realizaciones, la muestra biomolecular es una
muestra bioldgica. En algunas realizaciones, la muestra biolégica se selecciona entre una célula, un lisado celular,
una muestra de tejido, un extracto de tejido o un fluido corporal. En algunas realizaciones, la muestra biomolecular
es una muestra ambiental.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona métodos de deteccion de la presencia de una pluralidad de
moléculas diana especificas en una muestra biomolecular que comprenden poner en contacto la muestra con una
pluralidad de sondas de nanoindicador como se describe en el presente documento en condiciones que permitan la
union de las secuencias especificas de la diana de las sondas con una molécula diana en la muestra, y la deteccion
de la sefal asociada con las sondas de nanoindicador marcadas de forma unica. En algunas realizaciones, la
divulgacion proporciona métodos de determinacion de la presencia de al menos una molécula diana en una muestra,
que comprenden formar al menos un complejo molecular que comprenda (a) al menos una molécula diana y (b) al
menos una sonda de nanoindicador que comprenda una region especifica de la diana uUnica y una regidon que
comprenda un nanoindicador disefiado, Unico, en la que dicho nanoindicador comprende una pluralidad de
diferentes moléculas detectables, y detectar individualmente dicho al menos un complejo molecular o al menos parte
de dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de al menos una molécula diana en la
muestra mediante un método que comprende contar individualmente la presencia de una o mas moléculas de
nanoindicador. En algunas realizaciones, los métodos proporcionan la determinacion de la presencia de una
pluralidad de moléculas diana mediante un método que comprende formar una pluralidad de complejos moleculares,
comprendiendo cada complejo (a) al menos una molécula diana y (b) al menos una sonda de nanoindicador que
comprende una region especifica de la diana Unica y una regién que comprende un nanoindicador disefiado, unico,
en la que cada nanoindicador comprende una pluralidad de diferentes moléculas detectables; y en la que cada
sonda de nanoindicador comprende una region nanoindicadora diferente. En algunas realizaciones, el nimero de
recuentos moleculares por encima del fondo de dicho complejo molecular tras la normalizaciéon de la muestra es
superior a 300, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 o 1.000 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, el
numero de recuentos moleculares por encima del fondo del complejo molecular tras la normalizacion de la muestra
es superior a 400 recuentos moleculares. En algunas realizaciones, el porcentaje de los recuentos moleculares
validos de las sondas de nanoindicador es superior al aproximadamente 10, 11, 12, 12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80 o 90 %. En algunas realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares validos de las sondas de
nanoindicador es superior al aproximadamente 12,5 %. En algunas realizaciones, el nimero de recuentos
moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el presente documento tras la normalizacion de
dicha muestra es al menos 6 veces mayor que el de un nanoindicador comparable que comprende ADN de M13. En
algunas realizaciones, el nimero de recuentos moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el
presente documento tras la normalizacién de dicha muestra es al menos 2 veces mayor que un nanoindicador
comparable que comprende ADN de M13.

En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona métodos de determinacion de la presencia de al menos una
molécula diana en una muestra, que comprenden (1) formar al menos un complejo molecular que comprende (a) al
menos una molécula diana y (b) al menos una sonda que comprende una regién especifica de la diana unica y una
region que comprende un nanoindicador disefiado, unico, en la que dicho nanoindicador comprende una estructura
principal de acido nucleico monocatenario, comprendiendo dicha estructura principal una pluralidad de regiones de
union al marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica, en la que cada region de union
al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria Unica que tiene unidas a la misma una o
mas moléculas detectables; y (2) detectar individualmente el al menos un complejo molecular o al menos parte de
dicho al menos un complejo molecular para determinar la presencia de al menos una molécula diana en la muestra.
En algunas realizaciones, el porcentaje de los recuentos moleculares validos de las sondas de nanoindicador es
superior al aproximadamente 10, 11, 12, 12,5, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 %. En algunas
realizaciones, el porcentaje de recuentos moleculares validos de las sondas de nanoindicador es superior al
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aproximadamente 12,5 %.

En algunas realizaciones, el numero de recuentos moleculares por encima del fondo del nanoindicador descrito en el
presente documento tras la normalizaciéon de dicha muestra es al menos 2 veces superior al de un nanoindicador
que comprende ADN de M13. En algunas realizaciones, la Tf de las secuencias polinucleotidicas complementarias
cuando se hibridan a sus regiones de unién al marcador es superior a la Tf de las secuencias polinucleotidicas
complementarias a un molde de ADN de M13 cuando se hibrida con una sonda de nanoindicador que comprende el
ADN de M13. La sonda de nanoindicador de M13 comprende la misma secuencia especifica de la diana de la sonda
de nanoindicador, y comprende una estructura principal monocatenaria que comprende una pluralidad de regiones
de ADN de M13 unidas covalentemente entre si, en la que cada regién se hibrida con una secuencia polinucleotidica
complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables. En algunas realizaciones, la
divulgacion proporciona métodos de determinacion de la presencia de una pluralidad de moléculas diana mediante
un método que comprende formar una pluralidad de complejos moleculares, comprendiendo cada complejo (a) al
menos una molécula diana y (b) al menos una sonda de nanoindicador, donde cada sonda de nanoindicador tiene
una temperatura de fusién superior a la de un nanoindicador comparable que comprende ADN de M13.

Los ejemplos de realizaciones especificas de la invencién se muestran en las Figuras 1y 2.

Ademas de detectar una sefal global generada a partir de un nanoindicador marcado, la divulgacion proporciona la
determinacion de la ubicacion espacial de las sefiales que emanan de los monémeros marcadores (por ejemplo, las
manchas) en un nanoindicador, representando cada mancha la sefial combinada procedente de mondmeros
marcadores unidos a una region de unién al marcador determinada. Una mancha puede contener sefales de la
misma longitud de onda o de diferentes longitudes de onda. Por lo tanto, la naturaleza de las manchas de un
nanoindicador y su ubicacion constituye el cdédigo del nanoindicador.

En algunas realizaciones, el nanoindicador marcador se captura y se estira en una ubicacion (véase la Figura 4). En
algunas realizaciones, antes de estirar un nanoindicador, el nanoindicador se inmoviliza en una superficie solida
usando un marcador de afinidad, como se ha descrito anteriormente (véase la Figura 3). En ciertos aspectos, se
inmoviliza un extremo de un nanoindicador, ya sea a través unién especifica o inespecifica a una superficie sdlida,
se estira el nanoindicador, y luego se inmoviliza el otro extremo del indicador, también ya sea a través de union
especifica o inespecifica a una superficie solida (véase la Figura 3). Los métodos de captura, estiramiento e
inmovilizacién de acidos nucleicos son bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de métodos que se pueden usar
en los métodos descritos en el presente documento se describen en la patente de EE.UU. n.° 7.473.767 titulada
"Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en mezclas complejas”; la publicacién de patente de EE.UU. n.°
2007/0166708 titulada "Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en mezclas complejas”; la solicitud de
EE.UU. n.° 11/645.270, titulada "Composiciones que comprenden macromoléculas inmovilizadas, orientadas, y
métodos para su preparacion”; la solicitud PCT n.° US06/049.274 titulada "Nanoindicadores y métodos de
fabricacion y uso de los mismos”; y la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 60/088.988 titulada "Nanoindicador
estable".

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el nanoindicador esta "congelado" en su estado estirado o extendido, para
facilitar la resolucion del cédigo del nanoindicador mediante la deteccion y/o la generacion de imagenes de las
sefiales proporcionadas (por ejemplo, emitidas) por los mondmeros marcadores unidos a un nanoindicador y sus
ubicaciones de unas con respecto a otras. Estos aspectos de la invencion se describen en la patente de EE.UU. n.°
7.473.767 titulada "Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en mezclas complejas”; la publicacion de
patente de EE.UU. n.° 2007/0166708 titulada "Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en mezclas
complejas”; la solicitud de EE.UU. n.° 11/645.270, titulada "Composiciones que comprenden macromoléculas
inmovilizadas, orientadas, y métodos para su preparacion”; la solicitud PCT n.° US06/049.274 titulada
"Nanoindicadores y métodos de fabricacion y uso de los mismos”; y la solicitud provisional de Estados Unidos n.°
60/088.988 titulada "Nanoindicador estable".

En algunas realizaciones, el nanoindicador se puede inmovilizar al sustrato. En estos métodos, el sustrato para la
inmovilizaciéon puede ser cualquier sustrato capaz de unirse selectivamente al nanoindicador evidente para los
expertos en la materia. En algunas realizaciones, se puede inmovilizar una primera parte del nanoindicador sobre el
sustrato por medio de un par de unién de avidina-biotina. En ciertas realizaciones, el nanoindicador puede
comprender una fraccion de biotina en su primera parte. Por ejemplo, un nanoindicador de polinucleétido puede
comprender un resto de nucleétido biotinilado. En un sistema de sondas de nanoindicador dobles, una de las sondas
de nanoindicador (por ejemplo, una sonda de nanoindicador de captura) puede comprender una fracciéon de biotina.
Esta sonda podria estar marcada o no marcada. En realizaciones preferidas, cuando se usa un sistema de
nanoindicadores dobles, la sonda de nanoindicador que comprende una fraccidon de biotina no estd marcada. El
sustrato que comprende avidina puede ser cualquier sustrato que comprende avidina conocido por los expertos en la
materia. Los sustratos utiles que comprenden avidina se encuentran disponibles en el mercado, incluyendo TB0200
(Accelr8), SAD6, SAD20, SAD100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Array-It), portaobjetos de
estreptavidina (n.° de catalogo MPC 000, Xenopore) y STREPTAVIDINnslide (n.° de catalogo 439003, Greiner Bio-
One).
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En ciertas realizaciones, la primera parte del nanoindicador puede comprender una secuencia de nucleétidos que
sea capaz de unirse selectivamente una secuencia de nucleotidos sobre el sustrato (por ejemplo, biotina). En ciertos
aspectos, la region constante (por ejemplo, multiples copias de una secuencia de repeticion de 15 bases) del
nanoindicador es capaz de unirse selectivamente a una secuencia polinucleotidica complementaria que esté
inmovilizada sobre el sustrato. En una realizacion especifica, si el nanoindicador comprende cuatro copias de la
secuencia de repeticion de 15 bases ilustrativa de 5'-GGTCTGTGTGATGTT-3' (SEQ ID NO: 25), se puede utilizar un
oligonucledtido que tiene la secuencia 5-AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC AACATCACACAGACC
AACATCACACAGACC AGCCCTTTG-3' (SEQ ID NO: 26) para inmovilizar el nanoindicador a un sustrato.

En algunas realizaciones en las que se usa un sistema de sondas de nanoindicador dobles, se usan una primera
sonda de nanoindicador de captura no marcada que comprende biotina y una segunda sonda de nanoindicador
marcada que comprende una region constante para la deteccion y/o cuantificacion de una molécula diana (véanse
las Figuras 1y 2). Ambas sondas de nanoindicador se unen a la molécula diana a través de su secuencia especifica
de la diana formando un complejo que comprende la molécula diana y las sondas de nanoindicador. A continuacion,
se captura el complejo y se inmoviliza en un sustrato que contiene avidina tal como los descritos en el presente
documento. El complejo se puede estirar y extender después como se describe en el presente documento. La region
constante de la sonda de nanoindicador se puede unir luego a una secuencia polinucleotidica complementaria que
esté inmovilizada sobre el sustrato. Los ejemplos de métodos que se pueden usar en los métodos descritos en el
presente documento con respecto a los sistemas de nanoindicadores dobles se describen en la solicitud PCT n.°
US06/049274 titulada "Nanoindicadores y métodos de fabricaciéon y uso de los mismos”; y la solicitud provisional de
EE.UU. n.° 60/088.988, titulada "Nanoindicador estable".

Los ejemplos de realizaciones especificas de la invencién se muestran en las Figuras 2-4.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona métodos de preparacion de una poblacion adecuada de estructuras
principales de acido nucleico Unicas, que comprenden (a) seleccionar un conjunto de regiones de union al marcador
a partir de una biblioteca de regiones de unioén al marcador disefiadas, Unicas; y (b) unir covalentemente el conjunto
de regiones de unién al marcador entre si en una combinacion lineal que es diferente de las oftras estructuras
principales de la poblacién, y repetir las etapas (a)-(b) hasta que se haya preparado una poblacién adecuada de
estructuras principales de acido nucleico Unicas. En algunas realizaciones, las regiones de unién al marcador
comprenden de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucledtidos. En algunas realizaciones, las regiones de
union al marcador tienen un contenido de G/C del aproximadamente 50 %. En algunas realizaciones, las bases de
adenina estan separadas, como media, aproximadamente cada 8 a 16 bases en las regiones de unién al marcador.
En algunas realizaciones, las regiones de unidon al marcador estan desprovistas de estructuras secundarias. En
algunas realizaciones, cada region de unidn al marcador seleccionada es diferente de las otras regiones de unién al
marcador seleccionadas en el conjunto. En algunas realizaciones, la etapa de seleccion (a) comprende la seleccion
de un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8 regiones de unién al marcador. En algunas realizaciones, la etapa de seleccion (a)
comprende la seleccion de un conjunto de 6 regiones de unién al marcador. En algunas realizaciones, las regiones
de union al marcador se hibridan con un polinucleétido de ARN complementario que tiene unida al mismo una
molécula detectable. En algunas realizaciones, el polinucleétido de ARN complementario tiene una proporcion de
G/C de al menos 1/1. En algunas realizaciones, el polinucleétido de ARN complementario tiene una proporcion de
G/C de aproximadamente 3/2.

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona métodos de preparacion de una poblacion adecuada de estructuras
principales de acido nucleico Unicas, que comprenden (a) seleccionar un conjunto de regiones de unién al marcador
a partir de una biblioteca de regiones de unién al marcador disefiadas, Unicas, en la que cada regiéon de unién al
marcador comprende de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucleédtidos y tiene un contenido de G/C del
aproximadamente 50 %, en la que cada regién de unién al marcador comprende un patrén espaciado de forma
regular de bases de adenina; y (b) unir covalentemente el conjunto de regiones de unién al marcador entre si en una
combinacion lineal que es diferente de las otras estructuras principales de la poblacion, y repetir las etapas (a)-(b)
hasta que se haya preparado una poblacion adecuada de estructuras principales de acido nucleico Unicas. En
algunas realizaciones, las bases de adenina estan separadas aproximadamente cada 8 a 16 bases en las regiones
de unién al marcador. En algunas realizaciones, las regiones de union al marcador estan desprovistas de estructuras
secundarias. En algunas realizaciones, cada region de unién al marcador seleccionada es diferente de las otras
regiones de unién al marcador seleccionadas del conjunto. En algunas realizaciones, la etapa de seleccion (a)
comprende la seleccion de un conjunto de 3, 4, 5, 6, 7, 8 regiones de unién al marcador. En algunas realizaciones, la
etapa de seleccion (a) comprende la seleccion de un conjunto de 6 regiones de unién al marcador. En algunas
realizaciones, las regiones de unién al marcador se hibridan con un polinucleétido de ARN complementario que tiene
unida al mismo una molécula detectable. En algunas realizaciones, el polinucle6tido de ARN complementario tiene
una proporcion de G/C de al menos 3/2.

Métodos de uso de nanoindicadores selectivamente inmovilizados, extendidos u orientados
En ciertas realizaciones, la divulgacién proporciona nanoindicadores alargados, inmovilizados selectivamente que se

pueden usar para crear coédigos de barras macromoleculares para la separacion y la deteccion secuencial de
marcadores. Estos marcadores espaciados a lo largo de la molécula proporcionan un codigo Unico que se puede
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leer cuando el nanoindicador es extendido e inmovilizado. La extension e inmovilizacion selectivas pueden facilitar la
descodificacion del codigo de barras macromolecular.

Los nanoindicadores alargados, inmovilizados selectivamente se pueden usar en cualquier contexto en el que pueda
ser util la deteccion o la formacion de imagenes de un nanoindicador. Se pueden usar con fines de diagndstico,
prondstico, terapéuticos y de exploracion. Por ejemplo, se pueden aplicar al analisis de muestras biomoleculares
obtenidas o derivadas de un paciente para determinar si se encuentra presente un tipo de célula enferma en la
muestra y/o para determinar la fase de la enfermedad. Se pueden usar para diagnosticar infecciones por patégenos,
por ejemplo, infecciones por bacterias y virus intracelulares, determinando la presencia y/o cantidad de marcadores
de bacteria o virus, respectivamente, en la muestra. Las composiciones y los métodos de la invencion se pueden
usar para cuantificar moléculas diana cuya abundancia es indicativa de un estado biolégico o un estado patoldgico,
por ejemplo, marcadores sanguineos que estan regulados positiva o negativamente como resultado de un estado
patolégico. Ademas, las composiciones y los métodos de la invencién se pueden usar para proporcionar informacion
de pronostico que ayude a determinar el ciclo de tratamiento para un paciente.

Deteccion de nanoindicadores

Los nanoindicadores se detectan mediante cualquiera de los medios disponibles en la técnica que sea capaz de
detectar las sefiales especificas sobre un nanoindicador dado. Cuando el nanoindicador esta marcado
fluorescentemente, se pueden investigar la consideracion adecuada de fuentes de excitacion apropiadas. Las
posibles fuentes pueden incluir, pero sin limitacion, lamparas, lamparas de xendn, laseres, diodos emisores de luz o
alguna combinacién de los mismos. La fuente de excitacidn apropiada se usa junto con un sistema de deteccion
optica apropiado, por ejemplo, un microscopio invertido de fluorescencia, un microscopio epi-fluorescente o un
microscopio confocal. Preferentemente, se usa un microscopio que pueda permitir la detecciéon con suficiente
resolucion espacial para determinar la secuencia de las manchas del nanoindicador. Por ejemplo, en una realizacion
se puede obtener una imagen de un nanoindicador doble hibridado a una molécula diana. Si, por ejemplo, los
nanoindicadores se marcan con tres colores diferentes, Alexa 488, Cy3 y Alexa 647 (marcados 1, 2 y 3,
respectivamente). Cada uno de los colores 1, 2 y 3 se adquiere en diferentes canales y los registros primero y
segundo, que se pueden ver como filas de manchas, se desplazan hacia arriba por varios pixeles para poder
mostrar cada registro individualmente.

Los ejemplos de métodos de deteccion de nanoindicadores que se pueden usar en los métodos de la invencion se
describen en la patente de EE.UU. n.° 7.473.767 titulada "Métodos de deteccion y cuantificacion de analitos en
mezclas complejas”; la publicacion de patente de EE.UU. n.° 2007/0166708 titulada "Métodos de deteccion y
cuantificaciéon de analitos en mezclas complejas”; la solicitud de EE.UU. n.° 11/645.270, titulada "Composiciones que
comprenden macromoléculas inmovilizadas, orientadas, y métodos para su preparacion”; la solicitud PCT n.°
US06/049.274 titulada "Nanoindicadores y métodos de fabricacion y uso de los mismos”; y la solicitud provisional de
Estados Unidos n.° 60/088.988 titulada "Nanoindicador estable".

Selecciéon del microscopio y de la lente del objetivo

La principal consideracion referente a la lente del objetivo del microscopio es con la resolucion éptica, que se
determina mediante su apertura numérica (AN). En general, a mayor AN, mejor resolucion éptica. La AN requerida
es preferentemente de al menos 1,07 basandose en la relacién de & = 0,6 1AMAN (8 = resolucion 6ptica y A = longitud
de onda). La cantidad de luz que es recogida por el objetivo se determina mediante AN“Aum? (Aum = aumento del
objetivo). Por lo tanto, para recoger tanta luz como sea posible, se deben seleccionar objetivos con AN elevada y
pocos aumentos.

Seleccién de la camara CCD y técnicas de captura de la imagen

Cuando se selecciona una camara CCD, la primera consideracion es el tamafo del pixel, que determina
parcialmente la resolucién final del sistema de formacion de la imagen. Optimamente, la resolucion éptica no debe
verse comprometida por la camara CCD. Por ejemplo, si la resolucion optica es de 210-300 nm, lo que corresponde
a 12,6-18 um en una microplaca de CCD tras un aumento 60 veces, para resolver y mantener la resolucion optica
debe ser de al menos dos pixeles para muestrear cada mancha. O el tamafio del pixel de la microplaca de CCD
debe ser, a lo sumo, de 6,3-9 um.

La segunda consideracion es la sensibilidad de la deteccion que se puede determinar por medio de muchos factores
que incluyen, pero sin limitacion, el tamafio del pixel, la eficacia cuantica, el ruido de la lectura y el ruido base. Para
lograr una alta sensibilidad, se selecciona una camara cualitativa con un tamario de pixel grande (que puede dar una
zona de recepcion grande), una alta eficacia cuantica y poco ruido. Una camara ilustrativa con estos criterios es la
camara Orca-Ag de Hamamatsu Inc. El tamafio de la microplaca es de 1.344 x 1.024 pixeles; cuando se usa el
objetivo de 60 aumentos, siendo el campo de vision de 144 x 110 um?2.
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Aplicaciones de la tecnologia de nanoindicadores

Las composiciones y los métodos de la invencion se pueden usar con fines de diagndstico, prondstico, terapéuticos
y de exploracion. La presente invencion proporciona la ventaja de que se pueden analizar muchas moléculas diana
diferentes de una vez a partir de una Unica muestra biomolecular usando los métodos de la invencién. Esto permite,
por ejemplo, realizar varios ensayos de diagnostico en una muestra.

Los métodos descritos en el presente documento diferencian entre secuencias de nucleétidos. La diferencia entre
las secuencias de nucledtidos diana puede ser, por ejemplo, una Unica diferencia de base de acido nucleico, una
delecion de acido nucleico, una insercion de acido nucleico o un reordenamiento. También se pueden detectar
diferencias en las secuencias que implican mas de una base. En algunas realizaciones, los conjuntos de sondas de
oligonucledtido tienen esencialmente la misma longitud para hibridarse con secuencias de nucleétidos diana en
condiciones de hibridacion esencialmente similares. Como resultado de ello, el proceso de la presente invencion es
capaz de detectar enfermedades infecciosas, enfermedades genéticas y cancer. También es util en el control
ambiental, en la medicina forense y en la ciencia de los alimentos. Los ejemplos de analisis genéticos que se
pueden realizar sobre los acidos nucleicos incluyen, por ejemplo, la deteccion de SNP, deteccion de STR, el analisis
de la expresion del ARN, la metilacion del promotor, la expresion de genes, la deteccion de virus, la subtipificacion
viral y la resistencia a farmacos.

En el ambito del control del medio ambiente, la presente invencion se puede usar para la deteccion, identificacion y
control de microorganismos patdgenos e indigenas en los ecosistemas naturales y artificiales, y en microcosmos
tales como en los sistemas municipales de depuracion de aguas residuales y los depdsitos de agua o en zonas
contaminadas sometidas a biorremediacion. También es posible detectar plasmidos que contienen genes que
pueden metabolizar xenobidticos, controlar microorganismos diana especificos en estudios de dinamica de
poblacion, o bien detectar, identificar o controlar microorganismos modificados genéticamente en el medio ambiente
y en plantas industriales.

La presente invencion también se puede usar en una variedad de campos forenses, incluyendo la identificacion
humana para el personal militar y la investigacion criminal, pruebas de paternidad y analisis de parentescos,
tipificacion de compatibilidad HLA, y analisis de sangre, esperma u o6rganos de transplante para determinar
contaminantes.

En la industria de alimentos y piensos, la presente invencion tiene una amplia variedad de aplicaciones. Por ejemplo,
se puede usar para la identificacion y caracterizacion de organismos de produccion tales como levadura para la
produccion de cerveza, vino, queso, yogur, pan, etc. Otro campo de uso es el relativo al control de la calidad y la
certificacion de productos y procesos (por ejemplo, animales de granja, pasteurizacion y procesamiento de carne)
para contaminantes. Otros usos incluyen la caracterizacion de plantas, bulbos y semillas con fines reproductivos, la
identificacion de la presencia de patdgenos especificos de plantas y la detecciéon e identificacion de infecciones
veterinarias.

Métodos de diagndstico/prondstico

Los presentes métodos se pueden aplicar al analisis de muestras biomoleculares obtenidas o derivadas de un
paciente para determinar si un tipo de célula enferma esta presente en la muestra y/o la etapa de la enfermedad.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento se usan en el diagnostico de una
afeccion. Como se usa en el presente documento, el término "diagnosticar" o "diagndéstico" de una afeccion incluye
la predicciéon o el diagnostico de la afeccion, la determinacion de la predisposicion a la afeccion, el control del
tratamiento de la afeccién, el diagndstico de una respuesta terapéutica de la enfermedad y el prondstico de la
afeccion, la progresion de la afeccion y la respuesta al tratamiento en particular de la afeccion. Por ejemplo, se
puede ensayar una muestra sanguinea de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento para determinar la presencia y/o cantidad de marcadores de un tipo de célula cancerosa en la muestra,
diagnosticando y determinando, de ese modo, la fase del cancer.

Los canceres que se pueden detectar mediante el proceso de la presente invencion implican, en general,
oncogenes, genes supresores de tumores o genes implicados en la amplificacion, la replicacion, la recombinacién o
la reparacion del ADN. Los ejemplos de estos incluyen: gen BRCA1, gen p53, gen APC, la amplificacién de
Her2/Neu, Bcr/Ab1, gen K-ras, y los tipos de virus del papiloma humano 16 y 18. Diversos aspectos de la presente
invencion se pueden usar para identificar amplificaciones, deleciones grandes, asi como mutaciones puntuales y
pequefias deleciones/inserciones de los genes anteriores en los siguientes canceres humanos comunes: leucemia,
cancer de colon, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de prostata, tumores cerebrales, tumores del sistema
nervioso central, tumores de vejiga, melanomas, cancer de higado, osteosarcoma y otros canceres 0seos,
testiculares y carcinomas de ovario, tumores de cabeza y cuello, y las neoplasias cervicales.

También se pueden detectar enfermedades genéticas mediante el proceso de la presente invencion. Esto puede
llevarse a cabo mediante la exploracion prenatal o postnatal para determinar aberraciones cromosoémicas y

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2614810713

genéticas o enfermedades genéticas. Los ejemplos de enfermedades genéticas detectables incluyen: deficiencia de
21 hidroxilasa, fibrosis quistica, sindrome de X fragil, sindrome de Turner, distrofia muscular de Duchenne, sindrome
de Down u otras trisomias, enfermedades del corazdn, enfermedades de un solo gen, tipificacion de HLA,
fenilcetonuria, anemia de células falciformes, enfermedad de Tay-Sachs, talasemia, sindrome de Klinefelter,
enfermedad de Huntington, enfermedades autoinmunes, lipidosis, defectos de obesidad, hemofilia, errores innatos
del metabolismo y diabetes.

Como alternativa, los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para diagnosticar infecciones por
patégenos, por ejemplo, infecciones por bacterias y virus intracelulares, mediante la determinacién de la presencia
y/o la cantidad de marcadores de bacterias o virus, respectivamente, en la muestra.

Se puede detectar una amplia variedad de enfermedades infecciosas mediante el proceso de la presente invencion.
Por lo general, estas estan causadas por agentes infecciosos de bacterias, virus, parasitos y hongos. Con el uso de
la presente invencion, también se puede determinar la resistencia de diversos agentes infecciosos a farmacos.

Los agentes infecciosos bacterianos que se pueden detectar mediante la presente invencién incluyen Escherichia
coli, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Pseudomonas, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium aviumintracellulare, Yersinia, Francisella, Pasteurella, Brucella, Clostridia, Bordetella pertussis,
Bacteroides, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, estreptomicina B-hemolitica, Corynebacteria,
Legionella, Mycoplasma, Ureaplasma, Chlamydia, Neisseria gonorrhea, Neisseria meningitides, Hemophilus
influenza, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Helicobacter pylori, Treponema palladium,
Borrelia burgdorferi, Borrelia recurrentis, Rickettsial pathogens, Nocardia y Acitnomycetes.

Los agentes infecciosos fungicos que se pueden detectar mediante la presente invencion incluyen Cryptococcus
neoformans, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis,
Candida albicans, Aspergillus fumigautus, Phycomycetes (Rhizopus), Sporothrix schenckii, Chromomycosis y
Maduromycosis.

Los agentes infecciosos virales que se pueden detectar mediante la presente invencién incluyen el virus de la
inmunodeficiencia humana, virus linfocitotréfico de linfocitos T humanos, virus de la hepatitis (por ejemplo, virus de la
hepatitis B y virus de la hepatitis C), virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, virus del papiloma humano,
ortomixovirus, paramixovirus, adenovirus, virus corona, virus rabd, virus de la polio, virus toga, virus bunya,
arenavirus, virus de la rubéola y virus REO.

Los agentes parasitarios que se pueden detectar mediante la presente invencion incluyen Plasmodium falciparum,
Plasmodium malaria, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Onchoverva volvulus, Leishmania, Trypanosoma sp.,
Schistosoma sp., Entamoeba histolytica, Cryptosporidum, Giardia sp., Trichimonas sp., Balatidium coli, Wuchereria
bancrofti, Toxoplasma sp., Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Dracunculus medinesis,
trematodos, Diphyllobothrium latum, Taenia sp., Pneumocystis cariniiy Necator americanis.

La presente invencion también es Util para la deteccion de resistencia a los farmacos por agentes infecciosos. Por
ejemplo, con la presente invencién, se pueden identificar Enterococcus faecium resistente a la vancomicina,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Strepfococcus pneumoniae resistente a la penicilina,
Mycobacterium tuberculosis resistente a multiples farmacos y el virus de la inmunodeficiencia humana resistente a
AZT.

Por lo tanto, las moléculas diana detectadas usando las composiciones y los métodos de la invencion pueden ser
bien marcadores de los pacientes (tales como un marcador de cancer) o marcadores de infeccion con un agente
foraneo, tales como marcadores bacterianos o virales.

Debido a la naturaleza cuantitativa de los nanoindicadores, las composiciones y los métodos de la invencion se
pueden usar para cuantificar moléculas diana cuya abundancia es indicativa de un estado biolégico o de una
enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos que se regulan positiva o negativamente como resultado de un
estado patologico.

Ademas, las composiciones y los métodos de la invencion se pueden usar para proporcionar informacion de
prondstico que ayude en la determinacion de un curso de tratamiento para un paciente. Por ejemplo, la cantidad de
un determinado marcador para un tumor se puede cuantificar con precision de incluso una pequefa muestra de un
paciente. Para ciertas enfermedades como el cancer de mama, la sobreexpresion de ciertos genes, tales como
Her2-neu, indica que sera necesario un curso mas agresivo del tratamiento.

Analisis de muestras patoldgicas

El ARN extraido de muestras tisulares embebidas en parafina fijadas con formaldehido o paraformaldehido
normalmente es de poca calidad (fragmentado) y tiene un bajo rendimiento. Esto hace sumamente dificil y a menudo
completamente inviable el analisis de la expresion génica de genes de baja expresion en muestras histologicas o

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2614810713

tejidos de patologia de archivo. La tecnologia de nanoindicadores puede satisfacer esta necesidad no cubierta
permitiendo el analisis de cantidades muy pequefias de ARN total de baja calidad.

Para usar la tecnologia de nanoindicadores en dicha aplicacién, se puede extraer el ARN total de muestras de tejido
embebidas en parafina fijadas con formaldehido o paraformaldehido (o similares) usando kits disponibles en el
mercado tales como el kit de aislamiento de acido nucleico total RecoverAll (Ambion), siguiendo los protocolos del
fabricante. EI ARN de dichas muestras se degrada con frecuencia en fragmentos pequefios (200 a 500 nucledtidos
de longitud), y muchas muestras histolégicas embebidas en parafina solo proporcionan decenas de nanogramos de
ARN total. Se pueden usar pequefias cantidades (5 a 100 ng) de este ARN total fragmentado directamente como
material diana en una hibridacién con nanoindicador siguiendo las condiciones de ensayo descritas en el presente
documento.

Métodos de seleccion

Los métodos de la presente invencion se pueden usar, entre otros, para determinar el efecto de una perturbacion,
incluyendo compuestos quimicos, mutaciones, cambios de temperatura, hormonas de crecimiento, factores de
crecimiento, enfermedades o cambios en las condiciones de cultivo, sobre diversas moléculas diana, identificando
de ese modo las moléculas diana cuya presencia, ausencia o niveles son indicativos de determinados estados
bioldgicos. En una realizacion preferida, la presente invencion se usa para dilucidar y descubrir los componentes y
las rutas de los estados patologicos. Por ejemplo, la comparacion de las cantidades de moléculas diana presentes
en un tejido enfermo con el tejido "normal" permite dilucidar las moléculas diana importantes implicadas en la
enfermedad, identificando de ese modo las dianas para el descubrimiento/la exploracion de nuevos farmacos
candidato que se pueden usar para tratar la enfermedad.

Kits que comprenden nanoindicadores

La invencién proporciona ademas kits que comprenden uno o mas componentes de la invencién. Los kits pueden
comprender, por ejemplo, un sustrato y uno o mas nanoindicadores extendidos u orientados, o ambos, inmovilizados
selectivamente sobre el sustrato. Los kits se pueden usar para cualquier fin evidente para los expertos en la materia,
incluyendo los descritos anteriormente.

En ciertas realizaciones, la divulgacion proporciona kits para la preparacién de al menos un nanoindicador marcado
de forma uUnica que comprende al menos tres regiones de unidon al marcador, comprendiendo cada una
aproximadamente de 800 a 1.300 bases de nucledtidos, un contenido de G/C del aproximadamente 50 %; y al
menos tres secuencias polinucleotidicas complementarias que tienen unida a las mismas una molécula detectable,
en las que las secuencias polinucleotidicas complementarias tienen una proporcién de G/C de al menos 1/1. En
algunas realizaciones, las secuencias polinucleotidicas complementarias tienen una proporcion de G/C de
aproximadamente 3/2. El kit puede comprender ademas al menos tres sondas especificas de la diana.

En ciertas realizaciones, los kits son utiles para la extension y la inmovilizacion selectiva de nanoindicadores. Los
kits pueden comprender un sustrato para la inmovilizacién y una o mas parejas de union para facilitar la extension o
la inmovilizacién de un nanoindicador. Las parejas de union podrian, en ciertas realizaciones, comprende una
fraccion util para la extension del nanoindicador en una fuerza apropiada. En ciertas realizaciones, las parejas de
unién podrian facilitar la inmovilizacion o la inmovilizacion selectiva del nanoindicador a la superficie. En
realizaciones adicionales, el kit podria comprender un nanoindicador para la extensiéon y la inmovilizacién. En
realizaciones adicionales, el kit podria comprender un dispositivo capaz de extender el nanoindicador.

Los kits pueden contener una poblaciéon de nanoindicadores como se describe en el presente documento.

Los kits pueden contener nanoindicadores previamente marcados o nanoindicadores no marcados con uno o mas
componentes para el marcaje de nanoindicadores. Por otra parte, los nanoindicadores proporcionados en un kit
pueden o no pueden tener secuencias especificas de la diana previamente unidas. En una realizacién, las
secuencias diana se proporcionan en el kit sin unir a la estructura principal del nanoindicador.

El kit también puede incluir otros reactivos, por ejemplo, tampones para la realizacién de las reacciones de
hibridacion, enlazadores, endonucleasas de restriccion y ADN ligasas |.

El kit también incluira instrucciones para el uso de los componentes del kit, y/o para la fabricacion y/o el uso de los
nanoindicadores marcados.

La presente invencién se puede entender ademas mediante los ejemplos no limitantes proporcionados a
continuacion.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Diseiio y protocolo de fabricaciéon de una biblioteca de estructuras principales de nanoindicador
De Novo 1 (DV1)

Para construir una biblioteca de diversas estructuras principales de nanoindicador, se seleccionaron regiones de
union al marcador de una biblioteca de secuencias polinucleotidicas de disefio racional, unicas, y se clonaron en
diversas combinaciones en un vector de plasmido que tenia la secuencia polinucleotidica expuesta en la SEQ ID
NO: 27. Esta secuencia del vector no finaliza en la estructura principal del indicador final, pero se utiliza para la
clonacion y la propagacion de las secuencias de la estructura principal.

En concreto, se construy6é cada plasmido DV1 especifico del cddigo, unico, de regiones de unién al marcador de
seis a aproximadamente 1.100 pares de bases, que se habian seleccionado de las secuencias polinucleotidicas de
SEQ ID NO: 1-24. Las regiones de union al marcador definidas por estas secuencias polinucleotidicas se clonaron
en diversas combinaciones en el vector de SEC ID NO: 27, cada regién de union al marcador correspondiente a una
posicion fija sobre una estructura principal dada, es decir, la posicién 1, posicion 2, hasta la posicion 6. Las regiones
de unién al marcador de cada posicion de una estructura principal dada eran diferentes de las otras regiones de
union al marcador de la misma estructura principal. Se cloné el extremo 3' de cada secuencia de la posicion 6 junto a
4 copias de una repeticion de 15 bases comun conocida como la repeticion G-4 (SEQ ID NO: 26), que se uso en la
purificacién e inmovilizacién de los indicadores. Se disefiaron 972 estructuras principales de nanoindicador, teniendo
cada una combinacion lineal Gnica de regiones de unién al marcador, se disefiaron y se clonaron de acuerdo con
técnicas de biologia molecular rutinarias.

Cuando a cada region de unién al marcador se asigna una de las cuatro moléculas detectables, el uso de regiones
de union a seis marcadores en un sistema indicador de cuatro colores ofrece 4.096 nanoindicadores Unicos posibles.
En este ejemplo, se asigné a SEQ ID NO: 1, 5,9, 13, 17 y 21 un fluoréforo azul, se asigné a SEQ ID NO: 2, 6, 10,
14, 18 y 22 un fluoréforo verde, se asignd a SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 15, 19 y 23 un fluoréforo amarillo y se asigné a
SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20 y 24 un fluoréforo rojo. Por lo tanto, en este ejemplo, incluso si una estructura principal
dada comprende 6 regiones de unién al marcador a las que se asigno un fluoréforo azul (por ejemplo, SEQ ID NO:
1, 5,9, 13, 17 y 21 en las posiciones 1-6), cada region de unién al marcador individual tendria una secuencia
polinucleoctidica diferente de las otras regiones de unién al marcador de la estructura principal.

Se amplificaron plasmidos individuales en bacterias, aisladas, y se convirtieron en estructuras principales
monocatenarias, lineales. En concreto, se construyeron estructuras principales de ADN monocatenario lineales a
partir de un ADN de plasmido bicatenario usando un protocolo de cuatro etapas: (i) se linealizé6 el ADNbc con una
enzima de restriccion; (ii) se desfosforild el ADN linealizado con una fosfatasa termolabil; (iii) se sometié a digestion
el ADN con una segunda enzima de restriccion para separar el vector de clonacion de la secuencia de la estructura
principal; e (iv) se sometio a digestion la mezcla con una digestion de exonucleasa lambda especifica de la cadena,
dejando solo una de las cadenas del fragmento de estructura principal intacta.

Se ligaron las estructuras principales monocatenarias a secuencias de nucledtidos especificas de la diana, y se
incubaron con secuencias de nucledtidos del ARN complementarias coloreadas con colorante para fabricar
nanoindicadores marcados.

Ejemplo 2: Generacion de polinucleétidos de ARN complementarios coloreados con colorante

Se utilizaron reacciones de transcripcion in vitro (IVT) para generar polinucledtidos de ARN complementarios
modificados con aminoalilo usando kits de T3, T7 o SP6 MEGAscript (Ambion®), siguiendo las instrucciones del
fabricante con las siguientes caracteristicas especificas y modificaciones.

Se linealizaron los plasmidos que contenian un promotor de ARN polimerasa y la secuencia polinucleotidica de
interés mediante digestion de restriccion, se precipitaron en etanol y se usaron como moldes. En este ejemplo, se
usaron las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 1 a 24 como moldes en la reaccion de IVT, generando 24
polinucleétidos de ARN complementarios Unicos.

Se sustituyd el amino-alil-UTP (aaUTP) (Fermentas) con el UTP suministrado en el kit, o se us6 una mezcla de
aaUTP y el UTP suministrado. El nivel de incorporacion de colorante a un polinucleétido de ARN complementario se
correlaciona con el numero de posibles sitios de unién a aminoalilo (aa). Para crear los segmentos de color mas
brillante posible, se debe usar aaUTP al 100 %. Para cambiar el brillo, se pueden usar una mezcla de aaUTP y UTP
no modificado en cualquier proporcidon en las reacciones de IVT con el fin de modificar el nimero de sitios aa
presentes en un polinucleétido de ARN complementario. Por ejemplo, para incorporar colorantes al 50 % de la base
repetida de forma regular, se utilizé una mezcla 1:1 de aaUTP y UTP. La concentracion final de aaUTP + UTP juntos
fue la misma que la de cada uno de los otros tres nucledtidos (es decir, ATP, CTP, GTP).

Se dej6 proceder la reaccion de IVT a 37 °C durante 22 horas. Tras la reaccion, se purificaron las transcripciones de
ARN modificados con aminoalilo usando un kit RNeasy (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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La reaccion de acoplamiento de colorante que se describe a continuacion es para una reaccion de 1 mg. Se realizd
la precipitacion en etanol en 1 mg de un polinucleétido de ARN modificado con aminoalilo (aa). Se volvieron a
suspender los colorantes solidos (TFP-éster Alexa 488, succinimidiléster Alexa 546, succinimidiléster Alexa 594 y
succinimidiléster Alexa 647; Invitrogen) a 11 ug/ul en DMSO anhidro. Se volvieron a suspender los polinucledtidos
de ARN modificado con aa en un volumen final de 90 ul de Na;B4sO7 100 mM, pH 8,5, y se calentaron hasta 37 °C
durante 20 min. Se mezclaron individualmente 110 pl de los colorantes resuspendidos con 90 ul de un polinucleétido
de ARN modificado con aa. Se incubd la mezcla a oscuras a temperatura ambiente durante 30 min-2 h.

Se purificaron los polinucleétidos de ARN modificados con aa coloreados con colorante de la mezcla usando un kit
RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron cantidades iguales de cada uno de los 24
polinucleétidos de ARN coloreados con colorante para una concentracion final de 40 nM de cada polinucleétido
("mezcla de segmentos de color"). Esta mezcla se puede combinar con una poblacién de estructuras principales de
nanoindicador para generar una poblacion de nanoindicadores unicos, como se describe en el siguiente Ejemplo 3.

Ejemplo 3: Generacion de una biblioteca de nanoindicadores DV1 marcados

Para producir una biblioteca de moléculas de nanoindicador DV1 marcadas, se ligd cada estructura principal de ADN
especifico del codigo del Ejemplo 1 por separado a una region de sonda, es decir, secuencia de nucledtidos
especifica de la diana, para un gen especifico de interés. Se ligé la sonda a la estructura principal a través de un
oligonucledtido, que servia como un puente entre la estructura principal y la sonda especifica. En concreto, se
afadié una mezcla maestra que contenia un oligonucleétido universal que servia como una ligadura de "puente”
mas tampoén ligasa a pocillos individuales de placas de 96 pocillos que contenian sondas de oligonucledétidos
especificas de la diana normalizadas (10 uM) (35-50 bases). Tras una corta incubaciéon a 37 °C para hibridar la
sonda de oligonucleétido a la parte complementaria del puente de oligonucleétido, se inicié la ligacion mediante la
adicion de 1,2 pmoles de estructura principal de nanoindicador monocatenaria individual por pocillo, tampén de
ligacion adicional y T4 ligasa. Se incubaron las placas a 37 °C en un termociclador de 96 pocillos durante 2 h. Se
desalaron las reacciones de ligacion mediante centrifugacion a través de columnas Sephadex G-50 en un formato de
96 pocillos. Se combinaron las estructuras principales individuales ligadas, se precipitaron en etanol y se volvieron a
suspender en Tris 10 mM, pH 8,0 a 20 nM.

Para producir nanoindicadores marcados con colorante, se mezcld lo siguiente: 2 ml de 20 x SSPE, pH 6,5, 28,05 ml
de H20, 5 ml de estructuras principales de nanoindicador DV1 combinadas anteriores, 1,2 ml de etanol y 3,75 ml de
mezcla de segmentos coloreados del Ejemplo 2. Se incubd la mezcla a 75 °C durante 2 horas. Para eliminar los
segmentos en exceso, se purificd la mezcla sobre una columna de oligonucleétido acoplada al complemento inverso
de la secuencia de repeticiéon de G comun a todas las secuencias de estructura principal (véase la SEQ ID NO: 26
para la secuencia de complemento inverso). Para producir sondas de “captura” no marcadas, se biotilinaron las
estructuras principales de nanoindicador cerca o en la region 3'.

Ejemplo 4: Comparacion de los sistemas de nanoindicador DV1 y M13

Se creo una biblioteca de indicadores DV1 de 40 genes como se describe en los Ejemplos 1 a 3, y también se cred
una biblioteca de M13 comparable, como se describe en la solicitud de EE.UU. n.° 12/100.990. Las bibliotecas de
DV1 y M13 contenian secuencias de sonda idénticas (es decir, nucleotidicas especificas de la diana), y se usaron
para ensayar las mismas muestras - 36 lisados celulares, ensayados por triplicado. Se siguieron los protocolos de
hibridacioén, purificacion y formacion de imagenes convencionales, como se describe en Geiss et al., Nature
Biotechnology 26:317-324, 2008. En general, se hibridaron las bibliotecas de nanoindicadores con lisados celulares
que contenian ARN, se eliminaron los indicadores en exceso por lavado, se unieron los indicadores a una superficie
sobre la que se inmovilizaron y se estiraron, se fotografié la superficie y se analizaron las imagenes.

Reacciones de hibridacion

Se llevd a cabo la deteccidon de las transcripciones celulares en reacciones de hibridacién de multiplexaciéon, que
utilizaron un sistema de nanoindicadores dobles que tenia tanto sondas de nanoindicador marcadas como sondas
de nanoindicador no marcadas, es decir, sondas de "captura". Se hibridé cada muestra por triplicado con las
siguientes concentraciones finales de los reactivos de hibridacion: 200 pM de cada sonda de captura biotinilada, sin
marcar, (sonda de captura), 40 pM de cada sonda de indicador marcada, 5 x SSPE (pH 7,5), 5 x reactivo de
Denhardt (Sigma), 100 ng/ul de ADN de esperma de salmon cortado (Sigma) y Tween-20 al 0,1 %. Cada 30 pl de
reaccion de hibridacion también contenian 100 ng de ARN total a una concentracion final de 3,3 ng/ul. Los reactivos
se mezclaron y se incubaron a 65 °C en un bloque termociclador con una tapa calentada durante 20 horas.

Purificacion tras la hibridaciéon

Para eliminar los indicadores no hibridados, se purificaron las reacciones sobre perlas magnéticas (Invitrogen™)
acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de repeticion 3' contenida en cada sonda de captura.
Primero se diluyeron las reacciones hasta 1 x SSPE en Tween-20 al 0,1 %/TE y se dej6 que se unieran a las perlas
a 22,5 °C durante 30 minutos con rotacién continua. Se lavaron las perlas tres veces en 150 ul de 0,1 x
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SSPE/Tween-20 al 0,1 %, y se eluyeron los complejos hibridados en 100 pl de 0,1 x SSPE/Tween-20 al 0,1 %
durante 15 minutos a 45 °C. Tras la elucion, se purificaron las muestras por segunda vez para eliminar el exceso de
sondas de captura mediante la unién a perlas magnéticas acopladas a oligonucleétidos complementarios a la
secuencia de repeticion 5' contenida en cada sonda indicadora. Se llevaron las eluciones de perlas anti-repeticion 3'
a una concentracion final de 1 x SSPE mediante la adicion de 50 pl de 3 x SSPE/Tween-20 al 0,1 % y se unieron
durante 15 minutos a 22,5 °C con rotacién. Se lavaron las perlas como antes y se eluyeron en 30 pl de 0,1 x
SSPE/Tween-20 al 0,1 % a 45 °C. A continuacién, se prepararon las muestras purificadas doblemente para la
captura como se describe a continuacion.

Captura, estiramiento y generacion de imagenes de indicadores NanoString

Se afiadié un microlitro de diluciéon a 1/5.000 de una solucion de sélidos al 0,1 % de una formulacion a peticién del
cliente de microesferas fluorescentes Tetraspeck (Invitrogen™) a cada muestra. Se cargaron las muestras en un
dispositivo fluidico NanoString fabricado mediante la laminacion de acrilico fundido mecanizado con laser con un
cubreobjetos recubierto con estreptavidina (Optichem®, Accelr8 Technology Corporation) usando una capa adhesiva
de doble cara cortada con laser (Fralock) para generar canales de microfluidos profundos 30i.tm. Se impulsaron las
muestras a lo largo del canal por presién hidrostatica y se unieron especificamente por el extremo biotinilado 3' de la
sonda de captura. Tras la captura, se lavo la superficie una vez con 90 yl de 1 x TAE y se prepard para el
estiramiento mediante la adicion de 40 pl de TAE a cada pocillo. Se estiraron las sondas de indicador y se alinearon
mediante la aplicacion de 160 V/cm durante 1 minuto a lo largo del canal fluidico. Entonces, se inmovilizaron los
indicadores estirados en la superficie mediante la adicién de 60 pl de una solucion 500 nM de un oligonucleétido
biotinilado complementario a las repeticiones 5' presentes en el extremo 5' de todas las sondas indicadoras. Se
mantuvo la corriente durante 5 minutos, durante todo el proceso de inmovilizacion. Tras la inmovilizacion, se retiré la
solucion TAE y se reemplaz6é por una formulacion a peticion del cliente de reactivo anti-fotoblanqueamiento
SlowFade (Invitrogen) para la formacién de imagenes.

Se fotografiaron los portaobjetos con una Nikon Eclipse TE2000E dotada de un enfoque perfecto, un objetivo de
inmersion en aceite 1.4 NA Plan Apo VC 60X (Nikon), una fuente de luz de haluro metalico X-Cite 120 (Exfo
Corporation), una fase H117 automatizada (Prior Scientific) y un SmartShutter (Sutter Instrument). Para cada campo
de visién, se adquirieron 4 imagenes a diferentes longitudes de onda de excitacion (480, 545, 580 y 622) con una
camara CCD Orca Ag (Hamamatsu) bajo el control de bien el software Metamorph (Universal Imaging Corporation) o
un software a peticion del cliente.

Procesamiento de imagenes

El procesamiento de imagenes se realizé en 4 imagenes (uno para cada longitud de onda) a nivel de campo de
visién por campo de vision. El algoritmo personalizado trata cada campo de visién como un bloque fundamental en
el que se realizan las siguientes etapas basicas: 1) identificacion de las manchas; 2) registro de las imagenes; 3)
agrupacion espacial para producir sucesiones; y 4) clasificacion de las sucesiones.

En la primera etapa del algoritmo, se identificaron las manchas. Se calcul6 el nivel de intensidad de fondo de cada
canal, y se uso6 para el umbral de la imagen en la sefial y en el fondo, donde las regiones de sefial son el resultado
de una longitud de onda especifica de la luz observada en funcion de la dispersion de los puntos (PSF). La mascara
de sefal se segmentd usando un algoritmo de Wathershed a peticién del cliente. Entonces, se marcaron las
regiones segmentadas, se parametrizaron y se filtraron para eliminar las manchas no PSF. El resto de manchas se
archivé de forma centralizada para su uso en el registro y la validacion de indicadores.

El registro de imagenes se realizd en cada campo de visidon, basandose en las manchas archivadas que se
correspondian con perlas fluorescentes (fiduciales) que se habian unido a la superficie de formacion de imagenes
(véase la captura, el estiramiento y la generacion de imagenes de indicadores NanoString). Se referenciaron de
forma cruzada las manchas archivadas para identificar los grupos de manchas entre canales que cumplian los
requisitos fiduciales (umbrales y proporciones de intensidad entre canales). Los grupos que cumplian los requisitos
se archivaron como fiduciales. La lista final de los fiduciales representaba las transformadas espaciales que se
produjeron entre los canales durante la adquisicion de imagenes. Los desplazamientos espaciales fueron tan
grandes como de 5-6 pixeles. La transformada espacial se resolvid usando los centroides fiduciales observados y
sus centroides coincidentes con la transformada previa (asumida) (X2 = X4 * T). Entonces, se aplicé la transformada
inversa a todas las manchas identificadas para restablecer sus centroides originales.

Tras la identificacion de las manchas y el registro de las imagenes, se reunieron las manchas en "sucesiones"
mediante agrupacion. En este punto, se filtré cada sucesién para eliminar cualquier mancha atribuida a una sefal de
sangre. Entonces, se clasificaron las sucesiones filtradas como indicadores o no indicadores. Para clasificarse como
un indicador, la sucesion debe contener el nimero correcto de manchas, cumplir umbrales especificos de distancia
de mancha a mancha (1,2-2,9 pixeles), y cumplir con los requisitos de linealidad y orientacién aceptables. Luego se
contaron las agrupaciones que se clasificaron como indicadores y se sumaron para cada gen sobre todos los
campos de vision.
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Normalizacion y andlisis de los datos de NanoString

Para tener en cuenta las diferencias leves en la eficacia de hibridacion y purificacion, los datos se normalizaron con
respecto a los recuentos medios para todos los picos de control de cada muestra. Para determinar si un gen era
"detectado” por el sistema NanoString, se compararon las mediciones por triplicado obtenidas para cada gen
experimental con mediciones por triplicado para los controles negativos. Para que un gen se clasificara como
detectado, los recuentos medios de el gen experimental tenian que ser superiores a los recuentos medios para los 2
controles negativos, y el valor p de la prueba t de Student tenia que ser inferior a 0,05.

Se muestran los resultados de tres genes representativos de los 40 genes sondeados, comparando el sistema DV1
con el sistema M13. La Figura 5 muestra los resultados para IL-8 (los resultados para GAPDH y TSC22D3 no se
muestran). El perfil global de la expresion de cada gen es el mismo para ambos sistemas (es decir, mayor o menor
expresion relativa entre las muestras), pero el nimero de recuentos para cada ensayo es > 100 veces mayor usando
DV1 (cabe sefialar la diferencia de escala para la grafica de M13 y de DV1). También se muestran los resultados de
una comparacion de la expresion de los 40 genes entre los sistemas en dos muestras representativas (véase la
Figura 6). En la Figura 6, el valor de R?> muestra una correlacion del aproximadamente 90 % entre la expresion
relativa de todos los genes de los dos sistemas, mientras que la pendiente de la linea indica un aumento superior a
100 veces en el numero real de recuentos usando los indicadores DV1 en comparacion con los indicadores M13.

Ejemplo 5: Comparacion de sistemas de nanoindicadores DV1y M13

Se cre6 una biblioteca de indicadores DV1 de 148 sondas como se ha descrito en los Ejemplos 1 a 3, y también se
cred una biblioteca de M13 comparable, como se describe en la solicitud de EE.UU. n.° 12/100.990, incorporada en
el presente documento por referencia. Las bibliotecas de DV1 y M13 contenian secuencias de sondas idénticas (es
decir, nucleotidicas especificas de la diana), y se usaron para ensayar las mismas muestras - 26 muestras de ARN
de raton. Se siguieron los protocolos de hibridacién, de purificacién y de generacion de imagenes convencionales
que se describen en el Ejemplo 4.

Los resultados para la deteccion de la expresion de GusB se muestran en las Figuras 7, respectivamente. Los
resultados para la deteccion de la expresion de Mod1, Acot4 y Atg7 no se muestran. La mediciéon de los niveles
relativos de expresion de un gen dado en las diversas muestras fue comparable entre los dos tipos de indicador. Sin
embargo, se observd un aumento de 6 veces como media para el nimero absoluto de recuentos medidos por los
indicadores DV1 en comparacion con los indicadores M13. La Figura 8 proporciona un grafico que muestra los
"indicadores validos", lo que se refiere a las sucesiones de manchas que pueden ser interpretadas por el software de
analisis de imagenes como un indicador "contable", descrito como un porcentaje del niumero total de uniones en un
campo de vision. Un porcentaje significativamente superior de los indicadores DV1 son contables en este
experimento, lo que conduce a un aumento del triple en los datos (del 12,5 % al 38 %).

Se determind una correlacion de la expresion de cada gen en una muestra de acuerdo con lo medido por M13 y
DV1. Los resultados muestran una correlacion del 77 % entre los dos sistemas y un aumento medio de 6 veces con
DV1 (datos no mostrados).

Ejemplo 6: Optimizacion de la incorporacion de colorante en polinucleétidos de ARN complementarios

Para determinar la concentracion éptima de colorante fluorescente en una molécula nanoindicadora dada, se
incorporaron colorantes fluorescentes a las secuencias polinucleotidicas de ARN complementarias en diversas
cantidades. Entonces se ensayaron las moléculas nanoindicadores que tenian diversas cantidades de incorporacion
de colorante para determinar la intensidad de la sefial en un ensayo de deteccion de nanoindicadores convencional.

En concreto, para determinar el grado éptimo de separacion de los nucledtidos entre cada molécula de colorante
incorporada, se incorporaron moléculas de colorante fluorescente a los polinucledtidos de ARN complementarios
cada 8, 10, 12, 16 o 24 bases de nucledtidos. Esto se realizd6 mediante la generaciéon de nuevas secuencias que
contenian un patréon regular de T separadas cada 8, 10, 12, 14, 16 y 24 bases, como se muestra en las Figuras 9-12.
Estas secuencias eran de aproximadamente 1.100 bases de longitud y se reunieron en un solo plasmido de
estructura principal de nanoindicador de 6.600 bases, que se convirtié en una estructura principal monocatenaria. Se
transcribi6 cada molde para producir el ARN complementario inverso, y se acoplaron alicuotas de cada ARN por
separado a cuatro colores: azul (Alexa 488), verde (Cy3 (Amersham)), amarillo (Alexa 594) y rojo (Alexa 647). Se
generd una serie de indicadores marcados usando los diversos colores mediante la hibridacion de segmentos de
ARN marcados con la estructura principal. Se fotografiaron estos indicadores como se describe en el presente
documento, y se determind el brillo de la mancha resultante del acoplamiento del colorante en cada espacio en cada
color (datos no presentados). Las mediciones de la intensidad de las manchas estan en unidades arbitrarias.

Estos experimentos muestran que se puede manipular el brillo de las manchas mediante el disefio de la secuencia
subyacente para que contengan bases repetidas con mayor o menor regularidad. En el presente documento, una
separacion de 8 nucledtidos da las manchas mas brillantes. Las separaciones de menos de 8 no se analizaron,
debido a las predicciones de interferencia estearica de las moléculas de colorante vecinas a menores distancias. Sin
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embargo, es probable que algunas manchas pudieran hacerse ain mas brillantes mediante menores distancias. La
menor distancia posible variara de un colorante a otro, pero 8 bases proporcionan una separacién que debe dar
cabida a todos los colorantes comercialmente adecuados. No es necesario que las bases estén separadas de forma
regular.

Ejemplo 7: Consideraciones relativas a las cinéticas de hibridacion de los nanoindicadores

ANTECEDENTES

Las hibridaciones en solucién con un gran exceso de sonda frente a la diana siguen una cinética de pseudo primer
orden. En este régimen, la velocidad de la reaccion solo depende de la concentracion de la sonda y no de la
concentracion de la diana. Para que una estrategia de una sola diana y dos sondas proporcione informacion exacta
sobre la concentracion de una diana en solucién, ambas sondas deben estar presentes en exceso de la diana. El
posible intervalo de concentraciones esta preferentemente, por lo tanto, limitado en el extremo inferior por la
concentracion de la diana. Sin embargo, el intervalo de concentraciones Utiles para la tecnologia de nanoindicadores
descrito en el presente documento esta practicamente limitado en el extremo inferior por la cantidad de tiempo
necesario para realizar la hibridacion.

CINETICAS DE HIBRIDACION

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

k,

R+T _yRT

k

T+G_5TG

k.

RT +G _yRTG

k4

R+TG _3RTG

Puesto que RT y TG son complejos intermedios de dos de las tres especies, estas cuatro reacciones se pueden
simplificaren R+ T+ G — RTG.

Sin embargo, para calcular cuantitativamente la velocidad de produccion de RTG (el complejo de indicador-diana-

sonda de captura), se deben considerar las cuatro reacciones. Las ecuaciones diferenciales que describen el
sistema son:

dc,
dt

= _kZCGCT - k3CGCRT dCG = _klcRCT o k4CRCTG
dt

dc,
dt

= _kchCT - k3CRCT
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dcC
TTG = kZCGCT - k4CRCTG dS:T = kICRCT - k3CGCRT

dCRT G

dt = k4CRCTG + k3CGCRT

en las que Cg, Cr, Cg, Crr, Cre ¥ Crre son las concentraciones de las diversas especies, y 1(1-1 (4 son las
constantes cinéticas para las cuatro reacciones elementales. Los valores para estas constantes cinéticas cuando las
sondas y las dianas son moléculas monocatenarias complementarias (es decir, cuando no hay marcador de
purificacion sobre la sonda de captura y no hay indicador) se pueden calcular a partir de los datos disponibles en la
literatura (Wetmur, J. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 1976.5:337-361).

ﬁ asal‘

k=k,
N «a
ref

En la ecuacion anterior, ky es la constante de la velocidad de nucleacion, L es la longitud del acido nucleico (en
pares de bases), N es la complejidad del acido nucleico (igual a L para secuencias no repetitivas), y asal y aref son
las correcciones para la concentracion de sal (Britten et al., 1974, Methods in Enzymology 29E:363-406). En los
sistemas de nanoindicadores descritos en el presente documento, las constantes cinéticas dependeran de los
tamafios de los marcadores de la sonda de captura y la sonda de indicador unidas. Sin quedar ligados a ninguna
teoria, la creencia de los inventores es que las constantes cinéticas tendran la misma dependencia en la longitud
que una reaccion elemental tiene en las constantes de difusion de los reaccionantes.

\/Z a,, D +D,

k=k,
N aref 21)50

En la ecuacion anterior, D1 y D2 son las constantes de difusion de las dos especies reaccionantes (véanse las
reacciones anteriores) y Dsp es la constante de difusiéon de una molécula de ADN monocatenaria de 50 unidades
monomeéricas. Suponiendo una diana monocatenaria de 100 bases, una sonda de captura monocatenaria de 100
bases y un indicador bicatenario de 7.200 bases, las constantes cinéticas relevantes son:

K1 = 2,64 x 10° I/mol/s

K> = 6,55 x 10° I/mol/s

Ks = 3,99 x 10° I/mol/s

Ks = 1,91 x 10° I/mol/s
La resolucion numérica del sistema de ecuaciones diferenciales con estas constantes cinéticas (suponiendo al
menos un exceso de 10 veces de las sondas frente a la diana) produce la prediccion de que el indicador 5 pM y la
sonda de captura 5 pM conduciran a que la hibridacion se complete hasta el 10 % en una reaccion de una noche
(16-18 horas). A concentraciones inferiores a 5 pM, es probable que sea poco practico medir la cantidad de
moléculas completamente hibridadas. De este modo, en una realizacion preferida, la concentracion inferior de un

componente nanoindicador (sonda de captura y/o sonda indicadora) es de 5 pM.

ENTRELAZAMIENTO DE LOS INDICADORES

A medida que aumentan las concentraciones de la sonda, la teoria pronostica que la cinética de hibridacién se
acelera sin limite - siendo el unico limite la solubilidad de las sondas. Sin embargo, la sonda de indicador puede ser
muy larga en comparacion con la secuencia especifica de la diana en los sistemas de nanoindicadores de la
invencion. Sin quedar ligados a ninguna teoria, los inventores creen que, mediante su unién a la sonda indicadora,
las cinéticas de la secuencia especifica de la diana se alteran con respecto a las cinéticas de hibridacion en solucién
clasicas. Debido a que la sonda de indicador es una molécula polimérica, grande, puede tener interacciones de larga
duracion (entrelazamientos) con otros nanoindicadores cuando entran en contacto. A baja concentracion, la
probabilidad de que dos polimeros se entrelacen es baja, pero a medida que aumenta la concentracion y/o el
tamafo de un polimero en solucién, estas interacciones se vuelven cada vez mas comunes. En el caso extremo de
moléculas muy grandes a muy alta concentracion, los polimeros forman una red permanente, o gel, en solucion.
Para que se produzca hibridaciéon en solucion, un par de sonda (por ejemplo, sonda de nanoindicador)/diana se
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debe difundir a través de la soluciéon hasta que entren en contacto entre si y se forme un nucleo de hibridacion.
Tradicionalmente, las reacciones de hibridacién no estan limitadas por la difusién debido a que la difusion
translacional de las moléculas es mas rapida que la nucleacion de la hibridacion (es decir, la sonda y la diana se
difunden juntas e interaccionan muchas veces antes de que se produzca la nucleacién). En una solucion diluida, su
gran tamafio ralentizara la difusion translacional de la sonda indicadora, pero puede no afectar significativamente a
las cinéticas. A cierta concentracion intermedia, las sondas de indicador ocupan casi todo el espacio en la solucién,
formando eficazmente un gel entrelazado permanentemente, y no se pueden difundir mas en solucién. Sin embargo,
la sonda de captura y las dianas son moléculas mas pequefias que se cree que aun se difunden a través de las
sondas de indicador entrelazadas, permitiendo que tenga lugar la hibridacion (aunque posiblemente a una menor
velocidad). Los inventores también creen que, a cierta concentraciéon mas alta, la sonda de indicador en solucién
también impedira el movimiento de la sonda de captura y las dianas hasta el punto de que la reaccion se vea
limitada por la difusion. Esta concentracion (que no se conoce cuantitativamente y depende de la estructura de la
sonda indicadora, la estructura de la sonda de captura y el tamafio de la diana) es el limite superior del intervalo de
concentracion util en el sistema de nanoindicadores, y puede ser determinada empiricamente por un experto en la
materia guiado por los principios descritos en el presente documento.

DEPENDENCIA EN LA LONGITUD DE LA CINETICA

Dado que la concentracion superior limitante para la hibridacion depende tanto de la estructura del indicador como
de la estructura de la sonda de captura (de las que hay muchas variaciones posibles), resulta util en la practica de la
invencion un marco tedrico para pronosticar las permutaciones de los intervalos de concentraciones utiles. La teoria
clasica predice que la cinética de hibridaciéon solo depende del tamafo de la sonda mas pequeia. La teoria podria
pronosticar, por tanto, que el tamafio del indicador no desempefiara ningun papel en la cinética de hibridacion
siempre y cuando tanto la molécula diana como la sonda de captura sean significativamente mas pequefas. La
teoria predice entonces que la velocidad de hibridacion (para una longitud de la diana constante) depende de 1/L'?,
donde L es la longitud de la sonda de captura, debido a la inhibicion estérica de la hibridacién. Por consiguiente, la
cinética de hibridacion sera mas rapida con sondas de captura mas pequefias. A medida que aumenta la longitud de
la sonda de captura, la velocidad de hibridacion debera reducirse como 1/L"2. Si se supone una longitud de la sonda
de captura constante, se pueden definir el intervalo de longitudes del indicador y las concentraciones que daran
lugar a una cantidad medible de hibridaciones. Una vez que se ha definido el tamafio del indicador, se puede
determinar el intervalo aproximado de tamarios de la sonda de captura. Se trata de un proceso iterativo, pero puede
producir buenos puntos de partida a partir de los cuales se pueden reunir datos para generar directrices empiricas
detalladas, dado que las teorias en las que estan basados los fundamentos de los inventores fueron generadas a
partir de datos de hibridacién de sistemas que no emplean una sonda indicadora.

UMBRAL DE ENTRELAZAMIENTO

Una sonda de indicador es esencialmente un polimero en solucién libre, que se comporta como una espiral
aleatoria. El volumen ocupado por un solo indicador, V,, se puede calcular a partir de las teorias fisicas de polimeros
de acuerdo con el modelo de la cadena articulada libremente (FJC, para un polimero flexible, tal como un ADN o
ARN monocatenario) o el modelo la cadena vermiforme (WLC, para un polimero rigido tal como ADN bicatenario o
un indicador). Para cualquier modelo:

en la que Rg es el radio de giro. Para la FJC:

N 0,6
%=

en la que b es la longitud del segmento y N es el niumero de segmentos de la cadena. Para la WLC:

2 2
R =i 2y Lo )
Ve 4 4N 2N

La concentraciéon umbral de entrelazamiento se define como la concentracion a la que el volumen total de la solucion
esta ocupado por los indicadores.
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.3
47R’N ,

en la que Na es el numero de Avogadro. Por encima de esta concentracion, se supone que la difusion translacional
de los indicadores esta fuertemente restringida. La concentracion umbral de entrelazamiento varia con la estructura
del indicador. A medida que aumenta la longitud del indicador, se reduce el umbral de entrelazamiento (como 1/L"9).
A partir de las ecuaciones anteriores, se puede calcular el umbral de entrelazamiento tedrico para sondas de
indicador con diferentes tamafios de mancha y diferentes longitudes. El resultado de dichos calculos muestra que
muestra que, para una sonda de indicador hibrida de ARN/ADN de 7.200 pb con 8 regiones de union al marcador de
aproximadamente 900 pb cada una, el umbral de entrelazamiento es de aproximadamente 70 nM.

Si tanto la diana como la sonda de captura son mucho mas pequefias que los indicadores, sera mas probable que
estén libres para difundirse a través de la solucién incluso a estas altas concentraciones de indicadores. Los datos
iniciales indican que la cinética de hibridacion no muestra ralentizacion apreciable hasta una concentracién de 80 nM
con una sonda de indicador de 7.200 pb, una diana de 100 bases y una sonda de captura de 100 bases.

EFECTO DEL UMBRAL DE ENTRELAZAMIENTO SOBRE LA MULTIPLEXACION

Suponiendo que la concentracion maxima para los indicadores en una reaccién de hibridacion es C*, la
concentracion de cada indicador (especifica de una determinada diana) es igual a C*/M, en la que M es la
multiplexacién de la reaccion (numero de diferentes dianas hacia las que se realiza la direcciéon simultaneamente).
Por el contrario, el nivel de multiplexacion posible para una estructura de indicador concreta se puede calcular a
partir del limite inferior de concentracion de la sonda (Cp de la cinética ~10 nM) y del umbral de entrelazamiento:

*

u=<
C

p

Si el numero de cadigos de nanoindicador disponible no depende del tamario de la sonda indicadora, entonces, la
multiplexacion del nanoindicador depende principalmente del tamario y de la concentracion de la sonda de indicador
(dado que es mucho mayor que la sonda de captura). Debido a que la sonda de captura contribuye de manera
irrelevante al entrelazamiento durante la hibridacion, los inventores creen que la concentracion de la sonda de
captura se puede aumentar bastante por encima de la concentracion de la sonda indicadora. En siguiente Tabla 4, la
concentracion de sonda de captura total maxima ([G]) se ajusta a 1.000 nM para todas las concentraciones de
indicador. Esta diferencia en la concentracion de la sonda de captura y la sonda de indicador es un parametro
ajustable. Experimentos preliminares muestran que en una reaccion de hibridacién de multiplexacién con un
indicador de 7.200 pb y una sonda de captura de 100 b, 40pM de cada sonda de indicador y 200 pM de cada sonda
de captura dan como resultado una hibridacion casi completa en una reaccion de una noche de duracion.

INTERVALOS DE TAMANO Y DE CONCENTRACION OPTIMOS

En la siguiente Tabla 4, hay un resumen de los intervalos de tamafio y de concentracion utiles 6ptimos de la sonda
de captura y la sonda de indicador a diferente multiplexacion segun las estimaciones de las teorias anteriores. Los
inventores creen que las sondas de captura de hasta aproximadamente 200 bases seran practicas para la mayoria
de las aplicaciones.

Tabla 4: Intervalos de tamafio y de concentracién 6ptimos de la sonda indicadora, la sonda de captura y la diana, asi
como multiplexacién de las sondas en los sistemas de nanoindicadores de la invencién

Longitud (1:;:) Longitud defa [ (r:ll'vr;)ima [G] (rrr:ll'vr;)ima IR] méMx)ima [G] (r;r:éM);ima Mul:‘:;;l;(ei)r(‘a;\:ién
captura (b)
2.000 100 5 5 603 1.000 114.417
2.000 50 4 4 603 1.000 161.811
2.000 200 7 7 603 1.000 80.905
3.000 100 6 6 292 1.000 45.182
3.000 50 5 5 292 1.000 63.897
3.000 200 9 9 292 1.000 31.948
4.000 100 7 7 178 1.000 23.912
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Longitud de Ia|

Longitud del [R] minima [G] minima [R] maxima [G] maxima |Multiplexacion

indicador (pb) cz:’:g;‘zz) (pM) (pM) (nM) (nM) maxima
4.000 50 5 5 178 1.000 33.817
4.000 200 11 11 178 1.000 16.908
5.000 100 8 8 123 1.000 14.746
5.000 50 6 6 123 1.000 20.854
5.000 200 12 12 123 1.000 10.427
6.000 100 9 9 91 1.000 9.988
6.000 50 6 6 91 1.000 14.125
6.000 200 13 13 91 1.000 7.062
7.200 100 10 10 68 1.000 6.792
7.200 50 7 10 68 1.000 6.792
7.200 200 14 10 68 1.000 6.792
8.000 100 11 11 57 1.000 5.444
8.000 50 7 7 57 1.000 7.699
8.000 200 15 15 57 1.000 3.850
10.000 100 12 12 40 1.000 3.419
10.000 50 8 8 40 1.000 4.835
10.000 200 17 17 40 1.000 2417
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gaaticaaag ggetgggtga ageggtgaaa cggtcgageg ctgaaggaat gagaaagiga
ggcggtagac aaaagtaage cagtggeaca gtgaggaaga tgagcgaget gaggacaatg
acggagtcyg aggaatcaga geggtgagac aagtggagga tatcaaagat aagagceatag
ggaaatgcaa caatggaaac gtcccaaggt ggaagegtgg gagaatgaag aggtaageaa
atagaagacg tagggaacat gaaaccatgc agaagataag aaaatgccag aatacgacgy
tgagagaaat caaccagtac aagcgetgaa cagetaccga ggtagegaga tgaacaagat
gegaacctea ggaactcaag aagtagcegaa atcgaceggyg tegggaaagt cgagaaataa
gaacgtacca gggatacaga actagggacy taggaggglg ggacgatacg gegotgaaac
gggtgggagg gtaacagggt ggaaaagtaa gagactaagg aactgaaaca gctaacagge
taagggaaca tggagaaata aagacactgg agegeagetg gaagatagag aaaatgagag
cgtgaaacca tgaaagggat caagaggtga cggagcatag aaagetgaaa caaataggga

agctgaagac cataageggg clgccaaaga taagagagtg acaagatacg cgecgtggag

aagtgcagga cataaaacaa tggccgeatc aggecgggtg agggeaatac aagagetaga
agagtaccgc gataggaagg tggcaccagt aaggaaataa gcccatgagg acatacacga
gtcgaaaaat aagcgagica aacgetagge caactggegg catgggacgg tgegegggte
gacagaggtq tacaagtgac aggatgaaag cataagaagg tgacgcaact agggecatac
aaagagtgga ccaatccaaa cctgcgaaga taggaggata acaccggtag ggceaactaca

aggatcaaag gatgaaagaa taaaacacta agggcgicca acagtaccga agtcagggey

60
120
180
240
300
380
420
430
540
600
660

720

780
840
900
960
1020

1080

tcacaggety aacagaactc aaccgaagtc tagaaggatc cactcgagtt tagatctttt 1140

<211> 1141
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 2
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gaattcaaag ggetgaacge aggtacgaga gtaccgggaa tageggagtg aagecctaaa
gaaataacag gaatagcaca agtaggaaca taaacagatg cacaccaata aagagatacy
gaaataaaga catagagaca tccgcaaata aagggatgaa acaataaccg ggtcgcgaag
ctaacaccca tegecagete gggeaaactg atatcetega aggactagea agatggaaac
atggacaagt aaaagggtga agaagtacca caaactcaac agctaagaca agtcgggaag
taaaaaaatc caagggtaac agaatggcga agtgagcgaa agtagagcaa tgacggceatg
gagaaatggg aaaaaatcac gagatagacg agtgggcagg taggegggtg accggaatac
gacaatgaga gactgecgca gtgcgaaagt ggegggataa aaaagetgaa gggagtcaaa
ccatcagegg gatacagaag tagaacaatg cacagatgeg caggtaageg ggtgcaagac
tagaaaagct cggcaaatcq ccgaatagac aaatcagetg gtgagegggt acgaagactg
geggecataa cgecatgagg geatageaaa agtacccaaa taaggeagte agagagtgac
gggctacage ggctaggeeg actacagcag tgcgggaagt gaaaaaaget cgaaggatge

aaccatgagc caataaagge gtcgagaget gecaagatge gaaagtgagg acatagacga

atagaaaaat gagacgatag cgaggtgaca ccataccagg gtccggeagg tagecagata

gggaaataga acgatcaaag gatagegaaa cgtcagaaac tegggagcta aaaggataac
ggaatcagat gtacaacgca gatcagaace tgggageaag tggagecaat caacaagata

agaaaaatga aggcatggaa acggtecggg cagtggaacg atccaagagt aggaaaatca
gaagcgtacy aaactacaag cgtcagggag tagaaaagta acacaatgaa gaaactaage
acgtgaaaga gtagaggaac taggaaacat ctagaaggat ccactcgagt ttagateitt

1 1141

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota=

<400> 3

"Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
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gaattcaaag ggctgacaac cactgaagge ataaacaagt accaaagtaa cageatggag 60
agctgaggge gtaacaaagg tcgaaaacic asacactaca aaaatgggac aaatagegee 120
catcggaage ctgageggat agcggactac ggecagtaaag agatagegga getgaaagee 180
tcaggacgtg aacaaatggg aaggataace gggtaggagg gtgaaacaga tgagacggta 240
agaaaagtaa gagaaggtgc gatatcgegg geglcacgea acgtgcaaaa atgacggaat 300
aaaagaatcqg aggaggtcaa ggegataage gegtgagagg atagaaagat cgagoeatag 360
cgggccatca geggegtgeg aggagtegcea ceactcaaga getaacecga tcagcgagta 420
cagcgggtag aagegicgeg ggatagagga agtccaaaga tcccgaactg ccagegtagy 480
aacactgacc acatagcacc atcaaaagct gaacgagatg agacactacg caggatgaga 540
acgtcgcaag catgaaccgg gtgcagaget aggacagetg cgeegatcag gecacgtagg 600
aagatccaag cctggeacag agtcaagacg ctagaaaaat gaagaagtca gcaaagtagg 660
gagggtggga gcatgaacga gtgaggacat aggacgatcc caaagtgacg gaatgaceag 720

gtgagaaagt agggcaaatc aagcagtcaa agcgtgaaga aaactagaag gcgtaaaaga 780

gtggagaage tccgacagat acaaaagtag aggectgaga gggtegggea aaatcccaga 840
ctcggagaat cgcgacaatg caaacgtgge geggtgggeg aggtgecgaa atcacgegaa 800
tggacggata tgtacactga aaaagclcac aaaataageg gatcgggaca teggaacctg 960
agacgaatac agacgataaa gcaataaccg actagacgag tgccagggta ggaacgtace 1020
aaaagtccag aagtccacgq gtggacagac tagagaacag tacagaaaat gecacectaa 1080
acgggtaagg gaatgeggga gtggacaaac tetagaagga tccactegag tttagatctt 1140

it 1142

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota=

<400> 4

"Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
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gaattcaaag ggctgaaaga atagacggyt aaacaagata gaggeatggyg aggectgcga
aagtggacaa atgacgggat gccagggatg cacgactggc aggatggeaa cgtaagaggc
taccacgete cgggagygtaa ggcgatcgaa agagtagaga agcatacccg cataggacaa
taaaaggqta agggaagtgg gagceatcega aaatagaacc ctacaggcaa gtagacaggt
aaacgcatga gaagacctgg gegegggteg gaacactgeg ccagtaagge coatgaaaaa
cggtgagaga tatcacagaa ctggaacaac tccggacata cagaaataca cgaataggge
aatagacgag taacaacgat aacgcgagta gogegagata cgaagagtag caagactegg
aggagtccaa gasaataage agatggcaaa gatagggaag aataaacgac tggagecagt
gaggagctaa aagggtcage agactggacg ggtaaggaga tacaaaactc agegaatcaa
asaatacagg caagtaccag ccatccacgg gtaacagelg gecacegice ggcaaataaa
agaatccage agctagagee ggtaacceaa teccgagagt cgaagagatg gcagaatgag
aacaatacaa gggataagca gggtacggga atgaaacggt agaggacata cgaggataac

aacactaaag gactagagag aataaacagc gtgacacgac taaaaaaagqg tacgggcgat

caaacaagtg gaagactcca aaagataacg cggtgagcga atacggaggt cgaaaaaaat
agacgggatg gcgggatgce agagtagaag cocctaagaga atagaaages taaaacacta
ggcaaacttg tacaatagac gggtgaaaag aatgaggega tcaaagcata gcaaaatcag

gaactaagca gggtcgecgy catggaaaca tagecaaata gggaggacta gecagggrgga
aggatgacga actagaagcg atcaacggat aaggaggtge acagatagca cgaataacge

gggtaagaaa gtacaagaatl gagcaacgtc tagaaggatc cactcgagtt tagatcttit

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota=

<400> 5

"Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
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tctagagaag gatacaggaa tcaagacatg cagggaacta aagacatacc ggaataagag 60
aggctaaagg gataaggaga gtacgaggag taaagacaga tcgacgggaa taacaagagt 120
caagacgtga ccgacctgag cgeatcgaga cecgegggaga cleggegggt gaacaaatgg 180
aaggataaga acgggtagaa gaactacgcg aatgaaggga tgtacaaggt agggcagata 240
agagggtggc gagatgaaaa ggeteggaaa actcaaccaa ctggagaact aggecggteg 300
aaggaataga aacgtaagcg agataagagyg atggcgeaga ctgggacaat cgggaggicg 360
agagatcacg ggaatagaca cgtctaagaa atgaacaagg taaggacatg cgggaataag 420
aaactcaaac cctaggeeayg tcacagaagt aacccagtac gcaagtcace gagtecggaac 480
gatgacaaag taaaaaaggt gaaagaatga gagcactaaa aaagtaaaag agatcaggeg 540
cgtgggegag atgeagaggt aacgaaataa aaagatcgca gaatccaaag actacggagg 600
atcaggraaa taagaagata aaaaagatce gaagataacg aggtaggceca atgagagaat 660
accgagegta gagecatacg agagtaaaga gagtagggea gtaaaaagat ccageggtag 720
gagcatcgge geclcaagaa gatccagaga tggaacgeta ggagaataaa geggtgaaag  78¢

cgtacaaacg tagggaagtc gggagagtag agagatacag agagtaagag ccatagacac 840

ctgagacgat cggcaactgg geaacatcca gagatgggcea cctaggeaca teaccgggtg 300
caaaggatca cagagtagaa cgctcaaaga agtcaccaag tgecacgggta agggacatge 960
gaaggtgaga gcgggiggaa aactcgacag ctcaacacat gagggaatge cagagatgga 1020
gcaaataaga gacatgcocgg gegatgagga actacaacag tageccaatg caaggetaag 1080

gaagtacaaa agtcgggaaa ggatcc 1106

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 6

50



10

15

<210>7

<211> 1106
<212> ADN

ES 2614810713

tctagagaat gaaacagtgg aaaggtcgga aactgaggceg gagtagaaac aagtcgegag
atacgagaga tgaaagagcg tcaaagaatg gaggactcag aagatagaaa catcgggaca
ggtgagaaca ctgggaaaga atcgaadaaaa ctaccaaaac tacaaaaact gcaaaaatga
aaggagtgga ccactggaca gecgeggaag ctcaagaact gtgtacaggt geageggica
gaaacatcaa aaggtaacag catcgcggga tcggaaaatc cgggagtcaa aaagtgcaga
aatgacacyg gtacgaaacc tcagaaacat aaacagctac gggceatgaga geataaagag
ataaaaaaat gcagagcgat accacacgta aggagatcge aaggtgecac gatcagaaaa
tagagacatc gacgggtggc gaactgagca acatccggga ataagaacct caagggegtg
caaccggiac acgaatgaga ggatgeggga gtcageggag tgggaaggig aggaaagtag
aaaaaataca gccaggtaca aaagtaaage gggicaaccqg gtagecaagg tgcgaaagta
ggcccgtgag aaaatccgge aatagaacag taaaaaggtg agacgcataa cacgggtgea
aagctaagag agatccacca gtaggaagat gggaaageat aacaaagata gaagaataag
gcagtaggag aatgaaaaca atacagaaaa glagggcaga taaagcacta acgagctgac
aggctggcag gatgaagaca tgacacggat caaggcatgg acgagtgeac aggtcaageg
ctceggegat gagegaatag cecgegtaac acagiecgac aaggtgggag catageeega
tcacgagggt gcaggegtga gaaaagatce agggetaaaa cactagaaac atggeacagt
acagggactg aggagcetgac aagatgeaca cgytcaaaqy ataagaaacg tcacgaggat
accaccatca cgaaataagc gggtcggaaa catgecagac tgggeaagic accaggatga

agaaatgaag aagtagcaag aggatce 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 7
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tctagagaaa aacataagea geatggageg ctacgggagg atggeacggt cgcgggaatce
gaacgctgaa gcaatcaaag ggtagggagg tegggeaata cagegategq aggatgagac
gggtcacaag aaatgggace atccgcaaat caagagataa ggaaatacaa ggaataagaa
ggatgaaaac gigeggagat gaagacgaty acgacaataa tgtacaatga gcagatacac
acggtgaacc ccgoggaacy ctaacaaaat accgaaataa aaaaatageg agatacagag
ctaaagaagt gcaagggagt aaggecctgg cagggtaaca agetcgegga cgteaccgee
gtgegggeaa tacgaccget aaagaagceta gagagaatca geagggtaaa gaagtaggac
cgactcgcaa gatcgagaaa taaaaaagtg gaccgggtga geacggatga acaagtgaag
aaatacagag gtacaagaat cagaaacctc gggacataga aacatccaag aagatgggea
gaatcgaaca ggtagacgag tgagaagact aaaacaatga agaactagge cegeatacga
gactgaaagc atcaagagga taaggaactc agaaaactag agaaactaag gegatcagga
ggatgagaaa atcgacgagt aagggaagic cgggagtaca cggatgaace gatacaagga
tggcgacgte cagecaatgga aaggetcage cgataacacqg gtaggageaa tagaagaaat
aaagacgtgc gcggaataag aaaggataac gagatcaaga caatggaacg agtacaaaag
tcaaaacgtc gaaagggtaa agcactgacg aacatagage gataaacacc tgggaagatc

cggaactage aaaatcacga caaatgeaaa gatcagecga tegaggeata coagggtgaa

aaaatcaaaa aagtaaccgg acctaaacca acglgagaaa atgcgagegt acagacctga
cgaaatcaac aaatgaagaa glaacagaga tccaaaactg aaaaggtaaa agcatggaca

cgtaagcaag atagacaagg ggatcc 1106

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Atrtificial: Polinucledétido sintético”

<400> 8
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tctagagagg tagcacacgy tgaaaageta agaacctcaa acgatcgeac catgacgega
atgagacaaa tgccgaaata cacacatacg aaacctcaag accctaacgg getaaaagag
tcggageeat agaaaggtaa cagegatace gaaatggaac gggtgcagea ataaagaage
taaacgaagt aggaaaatag ggaaatggaa ccagtgggac atgtacagac gaatcggaaa
catgacgacc tggacgggta cggcaagtaa aaaaataaaa gagtagagac atgaaaacat
accgeggtga gagegtagaa gegtgaaaca gtaageggeot aagggagteyg gaggataaac
ggctgacgga gactgacaac cataaagcag gtgcaaaggg atggcaacgt caaggcgteg
cagaagtaag ggaatggcaa aactaageaa agtagageac taacaaaggt aggacgaagt
acgaaggtga ggaggtggaa agctggegea catgagagaa tacaagaact agcgaaggta
cageactgga cggatcaaaa cggtcgeaac gtaagacggt agggeggtag aaaagctcaa
cgactgagag geatgaggac gotaaaggga gtagcaagct gagaaaatgce cggaagtgaa
aaactggaaa gataagcaag tccgocaagt cgagaacgta gaagagtacg ggagtacaga
acctgggeda agatcaggog agtagoagag tcaaaaactg gecaagatcag gagctaacca
aggctcagge aatgcaagac tgaacggglc acaagegica ggacatagaa gaalgaaaga
gtaccagaat acacgggata gecagacgtaa ggacgatagg agegtoagee aatccgagga
tagaggaata aagcacataa gcgggtgaga ccatgagagg atcgaagaat acgggaataa
ggcgggtaag aacgtgacgc aagigaggeg ataagaacaa tagegegaat gacggagtac
ccaaatcaag ggatcgecgg gtgaaaaagt aagagaateg ccagegteca aggaagtaga

ggaatacaac aagtcacqgga aggalcc 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 9
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ggatccgate gggagataaa gggagtaaac geatcaaacg atggegagat gaacaggatg 60
acagggtcce gaacataccg ggatggageg ctgggaacct ggaggaacta gaaacctceg 120
aagctecacg ggtgaacagg tggacaggta aaagaataca acaagtacaa ccgtgaaaaa 180
ccctcaggey gtagggaact cgaagaaatg agegggtaag gaaggtaaag ggatgaacgg 240
gtggaaagat gggaaggtaa agagaatggg acaccataac cgcatacgeg gaatggcaag 300
agtgcacaac taggagaagt cacaaagtgg aaaactcgca ccgtaaggac ctggacggga 360
atagacggga tcgaacggat atcgagtacg gaaagtccaa gagetgegac actagaacac 420
atgcacgact acgecaggtg gaaagegtaa acgecgtgea aagetegece ggaatcagac 480
agtgggcgga taacgaaagt aacccagggt gacgegetge cagactaaag gagtaaggga 540
gatacaggca ctaaaaggga taagcggatg acacggatag caaacgtaag gagatgacag 600
gcatagcaga actacgaaaa tgaacgaata gagaggctaa gagggtggag acgatgcaaa 660
gaataagaga ataaaagacg tgcaggceate gaaaactgea agagtaggge catcggeaac 720
tcgaccgggt acaacgcetaa cgaacgtaca gggetcggeg aatcgacaaa ctcgaaggat 780
cagaccacat ggaaacgtcg ggacaataac ggaataagca actacgacgg tgaaggegte 840
aacaagtgga cgagtaaagg cgtgaagacg tccagagetg gaaccetgeg ggcataaaga 900
gagagctcaa tgcgcagact gaaacaataa ccaggtagag gagatccace ggtcaggega 960
taaagaaagt cgacaggtga cgaggtgacg aggtacgcga ataaaccaat accggaatga 1020
gaaggtacag gcgtagaaaa gatgaggaga tcagagegat gaagagatag cgaagtaaag 1080
aaaatacgaa aglccgggag aactcgag 1108

<210> 10

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 10
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ggatccgage tacaagacta caagagtege gegecgtaaa aaaagtggeyg caggatggaa
acgtgaggag gtagegaagg tacagacctg gagagatcag gaactggeag aatgaggaca
tcagecgatg aacgectggg caaataacyc aatagaagag taggeagggt agagegetaa
cggaatcege acgataagag cgtgggagge taacagaatg geccaatgac gggacgtaag
cagatgaaaa cagtggcgga getggaagaa tcagageagt ccgagggtge agaggtaagg
agatgggaga aatgcasaga atgcggaagt asacsaataa gaggatcgga gggctaaaac
gggtcggega gtgaaaaaat cgggaagtea gcgeataaag gectgaaaaa gataageega
tgaagaaact gggcggatga cgegaggtgaa agatatccgg gaatggeacg gtggegggat
ggaaaagtgc gggaatcggg ccgtgaacga atagaacggg tacacgegat aggcaagata
accggatcga gageactcaa gegataccaa getcgcaaga gtaggagegt accgggagtg
acaagataag agagtaggga gatccagaay tcacgacatc gggagetgee gggatcagag
ggtcagggaa tagegaaaaa tgcaagaata gaaacatgca gacatgaace gggtaageca
atgaaccact gacagaggty agagcatage gagctaggac ggtaaaagag giccaacgeg
giccagagat ccgaaaatcy aaagagtaaa aagataggaa ggtgacccac tgegagggat
gacaacgiga aaaaaatgge gcgataacaa cagtacgaaa getacgggaa ctgacagggt
cgagetctag caaaactgeg ggagtggaac ggtagaggag tagggcaata gaaacatgaa
gcaatgaaag ccgtagggaa actccaccag tcggagaata cgacaggtca cgeaaataaa
gccgtcaacy ggtgaccgge tacaagegty caacaaaata agaacagtgg gacagagtag

gecactagaa ceataaccaa actegag 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”
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ggatccgact acaaaaatge acagatggeg aggtaaaaag gtagccaage tgegegqoty 60
ageggatgge gaagigeaca ggtaagagag tacacagetc aagcagtagy gycaagtaaag 120
aactcacaag ataageccgat caaggegtce aagegiggeg aggtgggaga ctacaacacq 180
atagagcagg taaaaaagta aaaagataac aaaaatcegg gaagtgaagg aatcaaacaa 240
1ygagaagtg aggcaactgg agaactcaga gcatacggea gatggaacgg tccgggaaat 300
caagcgaglg agagggateg ggaaatagge agaatcaaac dagtgggaag atcaaccggt 360
gaggagacta aacgcataac cggatagagce cgetacggea ctaagacegg tagggagetg 420
£gggagtgeg agacatggac gagtggacac atcgagaggt caaggagata gagaggactg 480
agggactcee aggataaaaa ggagtaagag agtccggeag gicccagata tcggacgtea 540
aacgataaaa aaatgggcgg atacagacgg gtcaagaaat cgcacggetc ggacgatgac 600
ggaataggaa aatgaggcge taaaaaacta gagaaatgag gaagtacgag cgtcgeggaa 660
tgaggaaata caaggatagg caaatgagac gatggaggeg catcgacaag tcagaaaaat 720
geegegatcq aggacgtega cagagtagga cactgeggga aataaaggaa tcagaaggrta 780
gagagcgtea cgeggtggaa agetcagege aatcacggac tagaaggaat ccggacatceq 840
agaaactiacg agaagtgaaa aagtaagccq atccagacat goccacaatg gcaccataac 900
agagctcaaa actggegagg agtgagecac agtaagacay teccgaaata aacacataca 960
aggctagaaa aatgcgaaga gigcgagaag gitcgggaagg tagagagaat acaaggetga 1020
cggagtgagg aaataagaga gtggacagag tacgagagaq tgcgaccaat aaacqgqggtag 1080

gegaatcaac ggataggaga actcgag 1107

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 12

56



10

ES 2614810713

ggatccgage cagtcaagea atcgggagaa tggeacegty ggeggetaag caaagtacga
aaaataacaa calgtgggaa tcggagegic cagaagtcaa ggaatggcaa gggtgcgeaa
atggaaaggt aagagggatg aacccataga gaaggtgacy ggatgagaac gctaagaaaa
tcccaaaata ggagagatag gagggtggac gaaatgecaa gatgacgeaa tgacagaagt
aacgggaagt gacagactgg cccacaatgc agaggtaagg ccctcaaccg aatcgggega
tgaaacactg aaaacgiaga aaagtgcagc gactagcagg agtaaaacga tgcccgaata
aaaacctaaa ggagtgggag aatccacgag taagaaaatc aaggagtaac cgactcagaa
agatgaccaa ggrcaaggac tcaaaagcte ggagagtaac ccagegtcac aaaatgagag
cetgeaaaaa tagaaacatg cggeaacctg aaacgetgee agacagtggy aacgtccaca
ggtggaggoa tgggaaagta caacactgac cagatcggaa aatggcaaca ctacgaaggt
ggatatctag cagaatgaaa agggtaaaga gactaaagca atccagaagt acaacgatag
gagcgtacga gaatgcaaaq atgaacgggt acgacaagty aaaaactcaa gagatacaac
catgcacgey atagacacgt acaaaactac aaaaatgaac acacgtagga gagclgaaca
aagtaggecq catggagaag tacggegget ggcagaatga aggegtaaga geactaageg
gagatggaga cataagcaca tgggaacgic aaaaaalcag agagtgcaaa cataaacaca
tgagclcalg cgagagtage acaaatcgag aggtagagge gtcgagggag tageggagta
cccaacatgq accactggaa aactcagggc ggrtggacgga tgaggaaggt acacgggtag
aaacatageg cgatgagage aataagaaag gtgaaagcat gagagactac agaagatgga
cacgataaaa acgtaggcaa getcgag 1107

<210> 13

<211> 1125

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 13

57
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10

<210> 14
<211> 1125
<212> ADN

ES 2614810713

ctegaggace cactaaggca atgaaagect agaggcatga cgggataaac gggeteggga
agetgecggg ctgacgagaa tggaggecta aagaaactgg agegatcaga cagggtacga
cgctcacgea ggatgacage aatacgacge tacaggaatg gasagaatge gagagctaaa
acagtccaag ggtagagegg tagagetcta gggaactaag aagagatgga gaaatagaga
cgatagaaac ctagcaaaat ccgaagetcg ggagatecag cgagtgagga gatacacgaa
tgegagegat ggegaactge caacggetga acacaatgag caaatggaga aataagcgaa
catagggcga taagagaccg cggcaacgic gggaggtcaa caagtagagg aataaaccag
tgggaaaatc agaaaataaa gaggataaag gegtcaggaa atgggaggaa tcgggaaatg
aacgcgtaag aagatagaaa ggatgccgag gagtcaaccg aatgacagac gtagggaaag
atacaacaat caccaaatca aaaagtgega geagtcgagg aatcgggagg tagaaggaat
gacaacgatg aagaacatca aaacgtgaca ccctaaggece ctagagcegat aaaagagtga
ggcaatcgag ggatgegege gtagacaagt gegaacgtag accactaaga aagtcageag
aataaacaga gtaaaccact agcaagatca aagactaaaa aactacgeac cgtagccaga
ctcgggeaat gaacggatca aaagataagq gaaatgacag gatgcagaag aataacggga
ctacaaggct aaggeagtea gaaagtaacg cactggeagg gtgaagacct gcaacagtga
asgggtcggy caatageaga agtgaccaca tacgecaate gacaagtaaa gaggtaaage
aactaacgaa cgtacaagaa ataaccggct gaaaggaact agcgaaatga gggagtgaag
aaataagcag aactagggag ctgcgacggy tggcagagag tcgagagata caaaggtaaa

caaactcgca agggtgaage gaccatggaa geatgcaaaa gatct 1125

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 14

58
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10

<210> 15
<211> 1123
<212> ADN

ES 2614810713

ctcgaggacy ataagcaaaa tagggeegtg agacaaatgg cgacatgaaq caatacccaa
gtgacaagct agagaggtaa cagcatagac aaccctaacg ggactagece aaatagaaga
gtaaacgggt agggaactga ggacctgaaa acctgcaaag actgggeagg gataggaaca
ataagaagat gaacagalga gegagetcgg gaaatgagaa aataaaagge gtacgggagt
gggacagtca cgagaateaa ggcgtcggea gatcaacgga tgeagggeat gggacagtac
gggagagtac geggetgaag agetgacace ctgagggaag taggcaaata aaagggtage
ccactagcga gcgtcaccgg gtggaaagcet aggaacgicy gaaactagga gagtcageag
ctcecgaaget gagaaactcg geagatcacg gaccgeggga agatgaaaag ctgaggagqg
tggacgggtc agaacgtggg aaactagacg acqgtgggega atacgeacgt aaaggagtac
gacacatcag ggcctgggaa gataccaaga tgeeggaaga legaaaacta aageagtgga
acagtcaaca aatcaaggge gataagegaa taaggaggic ageaggtgga aaccgcetaag
accgtgggaa actcaggaaa tacgggeagt aaggeggetg geagactage gacatgageg
ggtcacagaa ggtaacgcaa taacaaaatc gegeagtgge acagtaaagg cctegggaag
tgcggagatg caagagtace aaaggctaag geactgggea cgatacggga actagggega
ctgacagcat ccacgeagta agagaatgge gggatggage getaagacgg tgaaccaata
agggectaac aggatgacaa ggatgeggga atgagecact aaaggaagta gaggagtaag
ccgggigega agetggaggg aataggaaaa tacgaggatg ggcaggtgag gagaaatcgg
acgygatgaac ggctggeaag gtaaaagggt ageggaatag agageagtce geaggtcaaa

cgggtgcacq ggctecagacg ggccatggaa geatgeaaaa gatet 1125

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 15
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<210> 16
<211> 1125
<212> ADN

ES 2614810713

ctcgaggaaa aatggcaage taagaggaat caagaactgc ccacctaaga ccaatgagge
gataacegaa atcgggeaat agecgaataa agggaatgag acgggtgege gactacacaa
gtgcgeaact aaaaaaataa cgaagtggga agegetacaa agatgggeag atcggeaggt
aaggacgtag ggaagtacag gagelicegeg actaggacca tecaacactg geaggataga
gcggtgaaaa getggagaaa cgtcgggacg tgggeaggtc agagggtgea gaagtgacyg
gcataagcac atacaacggt agcagagicg aaaacataaa gagactggac gaatcagaga
ctagcggact ageccacctgg gagagtacee gggatacaag ggataagagg aataggegag
tggacagatg gaagcatggg aggatcacag aactagggag atagcgagat accagegtgg
agaagtaaaa aaatgaggga ctaagggaat gasaaaglaa gaaacccgey gggtacacca
gtgcageagt aggagaatac acgaatgcag ccagtcaaga gaaatgaaga actaagagag
tgcgagagta cagagcetacg caagtgecca agtgagagaa tagcgggect caagegatca
acgacataac aggagtcaqgqg agaatcgcaa agtcacggga tgcgageagt ggacaaatca
gcasaatcaa agactcacas gatccgacaa tagagggata aacaagatac aaacatccag
agactggcag gataaagaaa gtacaaagcq tgecaageta aggaagtaga gaaatccaag
aatacagagg tgacgecgtq aagacatgeg caggtgagea ggataggaga ctaaaggegt
acgggaatgc gaaactagaa ggetgaaagg atcgacecac tegeagegta gagggcetacg
acaactaaag acataagcag atgaagecca tcaaggacat ggegegatgg gaagatecaa
gagatccaag ccctaggaaa gatgaacgec tgaacageta agagegggte caaggataag

aacalgcaga aatggacgag ccatggaage atgcaaaaga tct 1123

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota=

<400> 16

"Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

60
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10

<210> 17
<211> 1108
<212> ADN

ES 2614810713

ctcgaggace aaaagicaag aaagtaccgg gotagaagag ctgaagecat aagegagtag 60
cagaatagaa agatcecaaa agtcceaggy atagacgagt aggaaggtga aaaaatggeg 120
aggtagegac atgcaaaggt aaaacgatga aaaactacga gggtggaaga ataagcaggt 180
gacgaagtaa acgggtcaaa ccgagelcag atcgaacgat aggaaacatg accgggteac 240
acgatcgaga ggtcccaaag gatagaagaa gtgaaaaggt gagcaaggtg gcgaaaataa 300
aaagataaaa gaataagaca gtagcgggaa tacgacacta gaaggatcgg gacatgcage 360
agtaaaccaa taggaggata acagggcatg gaagagiggg acggtaagac cctacacgaa 420
tacaagcagt gccaggatgg cgegagtgac aaaaagtaga agggtgaceg agtcgagaga 480
tagagacgta aggaagtagg gaaggtggga cgatcgaaag atcgaagagt aggaggcgtc 540
gaaaaatcey gaaaataggg aagatggacg gatcgggacg gtgaggagga atagcaaaag 600
tcccgegggt acgaaaggte gggaaggtea ageaatcagg cgetcaacgg gactgaacaa 660
ataaggacat acacaagtcg gcacgtcacy aactcaaaag gtggagaagg tagcgaaate 720
gaggagtgga gaaggtaaag aaatgggaag gctaaagaaa tggcagggta gagaactggg 780
acggtaaacy catgaaagaa tcagggagta gaagaacgtg aagggatagg agaactcaac 840
agggtagcag aagtggaaaq catggcaaga atggcagcat gaaaagatee aggagtaage 900
gagctgaaga aatggagacg taacaacata gegggagtag gegegtgaca agataacgeg 8960
aatgcggagg tcgaggaatc cgcaagtgaa cacgtcaacq caatgaacgg atgaacacat 1020
gcacgaagic gacaagtaaa aaacglggaa gecatgacaa cataacgqgga tggcaggata 1080

agagagtaga acgatgcacg agccatggaa geatgeaaaa gatct 1125

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 17

61



ES 2614810713

ccatgggaca gcgatcagag ggtaaaacgg gatgaagcag tgaaaggacc tcagcgaatg 60
aaaaacgatg gccagatceca aagataaaaa actgaaagac tacggaaata caagaataga 120
agggtaaacg actgagaaag tacgaagcct agacgggtaa aaaaggtcgg gaagggtaac 180
gecatagaca aatgagaagg taaaggeatg gaaaaaatgg aggcatcgac gaatgeecgg 240
ctcaaaggat aacggactag cgeggtaaaa gggaatgegg acgatcgaag aagetcegga 300
ccgatccacy gaatagagac atacgacagt gegecaaatg gaccgataaa agggtagacg 360
aaataacagg atgaacagga ctCggagaaa taacaaagtg gagaaagtac aaaagtcaac 420
gaataggcca gtggcaaaag tgagcgagtg aacaggtaga ggagtggaaa agtacaaagg 480
atgcaaaaat gaaaaggtag aaaactaagg cagtacaggc ataaacgact cacaaactag 540
aaaactacag cagatcgaag cataaaggaa ataggagaga ataaaaacgc ctaacaaact 600
acaagaacta cgcggagtge gagacgtcag gcaagtgagg acctgaaaca atgcaagaat 660
ggcgaagtgg acgeggtage gggataagea aatacaccqg tagatatcat aggaaggtca 720
cgcaaatgga ggagicaaga aactggccaa gtgaageceet cggeagatac gcaaagtacg 780
acaaataaga ggctcagaaq atccagacga gtgcaggaat aagacaatca agagaatgaa 840
cgcatcggaa cactaggeag cagtgggacce ggtaaaagca tagctagete gggcgatgga 900
ggcacgtaca aaggtgacaa aagtaacggg aatacccace gtaccaggat gaccagggat 960
cgegaagata geggaatcga gecetcagga getaggecag catagagacg tcacgagatg 1020
aagggataaa ggaagtcaaa gaatgggaga actccggacg tacgaggcta cagaggtgaa 1080

aagataaag¢ agggtgagga aggeatge 1108

<210> 18

<211> 1107

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 18

ccatgggaca agagatagaa agcagtgaaa gaataggacg gtcagaggat ggagggectc 60

62



10

<210>19

<211> 1106
<212> ADN

ES 2614810713

£gggcgtgge acgactagga cgatgcggaa ataacgacaa gtggaaacct agccagctaa
ggaagctaag ggcaatggea aagtaaggaa gtacggaaat aggaccatag aagactggac
cgatacageqg ctagogeggg taaacgagtyg aaagggtgga acaataagga cagtgcagea
ggtaagacca ctaaaagact ccacgacgta cagagactec gegectggaa cgatcgaage
gtaacgggca taaggaaaat agagaaggtc gaggaaataa agggaaatgy agaaactaag
cggataggga aataaacgaa cctcagggaa tcccaaagic cgaccaatga cagactgeac
gcatccgage gtaaaaacat gagaccaata acgagatcgg caagtcgaga agtegeagaa
tcaaacaacc tgagaacclg cgggagtgaa cggataagac ggtaagagaa ataagagcat
gagaaactgg gacgatagaa cgatagecaa gtaaaagggt aagagaatgg aacgaagtgc
aaaaagtggc agaatgaaca gataggcaga tcagaagaat gaggaagtcg cagaaataag
aggytgggag cgatgcegog atgegegaat gegaaggtaa gagaatgcag gagtaaagag
gactgasaag atcgggacat gaaacgatag gaaggtacgg cgatgagaca gtacaaaagt
gaaagggtga cagectgege ggatatcaqgg gatgecacga tgggeacatg cccaaaatga
aaaaatcace aaataccaaa atgaagecga tgegggaatg cgetagetaa cgageataaa
acggtaggaa aatggaaaqc taaccgcagt ggaagaataa ggagetacge aaatacgeeg
aataaggaag tagcggacta aggaggtaga cgaataggcg aataacgcga gtcgagaaat
ccaagactac aggactcage agatgaaaaa actagaaacq tgaaggcecta agaaacataa

gacactgaaa gagtagcgga ggeatge 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 19

ccatgggaga gtaaggaaat gagaacagtg aagacatcce aagaaatgaa aaaagtggag

aggtcgaacy gtagagcagt ggagaaggat acgecgateg cegggataac cgggetasac
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10

<210> 20

<211> 1107
<212> ADN

ES 2614810713

acaatgaaac acgtggecga atacggagga atcagaggay gtggcaggac tgaacgagtg
ggcgggatag aaaaactaca gegatacgceg cgataggaac ctacgagaac taagaggata
aagacataaq ggectacgea cgagtaaaag agtaccgacq tcagacaata gaagggtaaa
aagatgaacc gatgagcaaa atccaggegt cgcaaggica cgeagteaaq acataagaga
atgccagaag tacaagectg ggacggetga gagagategg geagtcaaaa gggteaggac
atagcgggat agccgaatge aaagatacga cggtgeaaga atcacggeat aggcaagtge
aaaacgtaac aacactggcc aaaatggaag actgaacgca tgacacgggt cacgeagtge
agacctgcaa cagtacagaa atggaaaact agaagagtaa gcaaatcgaa acctccaagg
gtggaaggat ggacaggtga acaggtaaag agalcgcgga catgagaagg tacaaagcta
aacaagtcgg gaggtgaacq aataaggacy ggtaagggac ctggaccgga atggcaacat
gcaaacataa gagggtcaac caatggaagg ctgaasagat cgaaaaatgg gegaatacaa
aaggtaaagg gatageggga tcagaaggtg ggacgatgaa agaatgaaga aataccaage
gataacacga tccggaactg cgggagetga acaagteace getagecaga gggigcaggg
gatatcaaat gggcagatac ggagcgataa aaacatgaaa ggagtgggcee actygaagga
tcagcacgta acggcectaaa ggactaagag cacatgageg aagtgaagag agtgaagaaa
ctaagaaaga gtagagagat gcgagagata gcgaaaateqg acaacatcge gggagtggaa

aactgacggg atgacgagaa gcatge 1106

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 20

ccatgggaac agactaaaag aatcaacaga tagaggaatg aggaagtgea ggaagtaagg
adaaactggaa gagtaacaca atgggagaat acaaaagica accaga{gga cagatagaga

aatgacgaga tggaaacagt cacacgctaa gggaatggac gegtgaccag atcgggaaga
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10

<210> 21

<211> 1107
<212> ADN

ES 2614810713

tccgggeaat aggacagtag aaaggtgcag gaatgacaag atggcecaaat cacagcatag
agccaataag acggtaaaag gegtagcacg ataggacggg tcacgagagt gagagaggtg
ccaacaacta ggacaataag ccgataaaag cgtcgaacaa tagagacqgte cagagaatgg
acccaatcca ccggatagea agagtagegg agataagaac gicaggagat agegaagtea
cgaaatgaga gagtcacgeg gtagcacaat aaagacgtac aaaagtacaa caaagtgaga
acatcaaaac gataagcagg ataaaaaggt aaaacgggat cgggacgetc gaaaactgac
gaactagaaa agtaagaacc tagaaaaata gcggcataga aaactaaggg aatggegaac
ataagaggaa taggaaggtg gegaagtgga gcaataaagg aggtgggacy gtcaagaget
agagaaatcg caacgatacc ggaatcggga agtagaacaa atcageggeg taggacaagt
ccgggaatee acgagicgaa aaaataagac actcagagag tgcggagget aaacgggtag
aaagaactgq aaagatccag agcatcgeag aataagacga gtgcgeggat caacggataa
ccacctaagg gegtegggey ataacggeag taccgaaatg ggetagecac gggatgggag
aatggaaccg taggaccggt agagaaagtg gaacactacg gagaatgcaa cagtaggaaa
getgacgggce taaggeeggt aggacaaget cegegegtga agatatcgeg gagtagagga
ataccgggee atgacgggea ctcaacgget gaaagagetg aageaggtge aggactggga

ggagtaggga cgatcacagg agcatgc 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético”

<400> 21

gcatgcgaag @aaagtggaa cactaggegg gtgaacggga tgaaaaggat agageggtge
gaaagtcaag aaataggaga actaacgaag tgggagagac taaagacgtc agaagatcaa
aaggtcggag gcaatggaga agtgcagcaa tcagaccgte cggegetgaa aaccaatgaa

gacagatcca agagetgage agetagegaa gagtggegag cgtaaageag tagggaggta
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<210> 22

<211> 1107
<212> ADN

ES 2614810713

aaagaactac aggcectcaga caatccagac gtaagaggga tacagecgtc agggaggtaa
gagaatgaaa ggatgcgece atgageceaac tgggaggagct aaaaaactag aagagtgaaa
aactggcace gtgagaaaat agcacaatac gaaaggtcga gaaatcggga aagtgcggaa
gtggaccact agcgagatca acagagtagg gacatcgaag aataaggeag aatgcgacag
tacgggagat cgaaagactg cgagegtgac gagatgaaga ggtaaaaaac tgaaaacatg
aggcggtgaa agggaataac caggtgggac acagtgacgg gcatggeggg cctcaagaga
tgcacgactg agcaggigag aaggtacaca gatacgagaa tggaacggct caaaacaata
agaaggtcgg cceglgagac caggtaagag agetggagga ccegeggagg tgagegggte
aaaaaatcga gagataagga gagtgaacgg gtgaagacag lagaaaaatg agagaaatcc
ggcaaatagc aggactggac gegtacgaaa gagtggcaaa ataagcggat ggcgagatgg
cgggetcgge gagatagcaa gatgaagacg taagaacggt aaaaggcetca agagatgaac
aaataaagag atacgcggct aaaagaccta aaaggataag aaactcaagg cagtgacgaa
acgtgcaagc agtaacagaa tgagaaagga tgaacaccgt ggegggatag gagagtggag
aaatggaaga atacaagaat aagaacggtc ggacgcataa acaggtaage caataagaga

ggtcagcaca cgtacgaagg aagatct 1107

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 22

gcatgcgacg gatagaagea tggcagagga tcagggaagt caaacgaata caaagatage
caactaggac caatcagaga ctgagaageg taagegaagt acgacaateyg gaaagtcgag
ggatgegaga gatacaaaag taagagggta gaaggeagic gggagecate cgggagetaa
caaaataaag aactggcaga ggetageget ccgggagata ggaaggatga caggecgtee

gaaagtacgy aaatcaaaaa gtgaggeact cagagagtga aagegtaaga acgggtaggy
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60
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300
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<210> 23
<211> 1107
<212> ADN

ES 2614810713

agctaggegqg gtaggccaca tcacgggata aagagatgac aagcgtgaag gaatccacgg 360
agtgcgeaga cgtccaaagg tccacaactc cgecgggtac aacggtgaag caaatcacqg 420
gctcgaaaag gtggegagat gggaccatga aagaatcgaa gggtaagacg atccagagat 480
gageecataa caaggtaaca acctaacaga agtaccagaa tagagcaact gaaaaagtac 540
agcactggea acgtccaagg ctegeggect gegegegtge gocgaaataa ggacaataac 600
gacctaggac cgaatacaaa agctaacaga ctcagageat ccaacgetga gecagteaga 660
aggtagagaa gtaagcgaaa taaagaaaat aaagaaatgc cgegategga agygtgaagaa 720
ctaccaggct acggagaatg aaagggtaag agggtaagga catacaagaa taaagaagot 780
aggacaataa acgecctaaa accgeggaga gaatageceqg atacaagegt ccgggeatag 840
aaacctggag aaataggaca ggtgaaagge tgggcacatg accgactgga gagcatggaa 900
acatacacce agicaaaaag tcgaggaata gccgggtgge acggtaacaa aatcaagaaa 960
ataccggagg gtgcagaagg gtacgaccgq tacaggacct aagaacgatg gegagagteg 1020
ggecgtgagq acagtaagga cgtggaggaa gtagcagaat agegggatag ccagotacga 1080

agaaatgggc aagigcggag aagatct 1107

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 23

gcatgcgate gaaaaatagg gaggtggecy getgogaaag tgggegggt gaaagcaact 50
aaaaggatcg aagcatgaaa gagtaggaaa gtggaagaat gagaagataa cgaaataagyg 120
aaggtaaaac ggtggagaga tagaggacat aacaaagtgg aaacactcaa gagctaaggyg 180
aactagaage ataacggaat ggctageate gggagagtag cggeatgaag cgatagggaa 240
cgctgacaaq aaataaccga atcgggaaat caaaccatag aagactagac gggtaacaga 300

atggaggcaa taggaaacgt aagacactaa cgggatacca cgagtgacaa gatcggagga 360
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<210> 24

<211> 1107
<212> ADN

ES 2614810713

tggcaccatg aaaagataga gagcetagaag ggtacgggaa tagaaaaatg caaagcetagg 420
geegtegace ggtgagaagg gtaaaaaggg tgacaaaatg agagaataac cagataggga 480
cgtgaaaggc taggeacctg gagacaatga ggcagtacac gegtaccaag atccagagaa 540
tcagacqqty agacacigga caccataaga agatgaggag gtgagggaca tgasacaata 600
acaacaataa ccacataagy gectcgaaac gtggagagea tacageeggt geaaaagtga 660
gacggatgcy aaaaatgaac aggetgggac gatacccaga atgecaagat ggeggectge 720
cgggatcace gagtagecaa cctgacaaaa agtgcggaaa tacgggoatg agaaggtgga 780
goactcagac gatgaagacg atacggacgt accaaaatgy aaaacaatgg gagcgtaage — 840
aaaatcagac ggtagaacgg taaagagatg cacaagatga agagcatcaa cacatgacag 900
cccgegggag taggeggagt aagegggtaa cgaggtgage acataaasag gtegcaaagt 960
acgaaggtaa gygagilggay agagigaagg goectggaggg agteggaaca atgeecgacgt 1020
aageaagtca aacgetaagg caagataacg gaatgcgaaa ctggegeect aagaacgtag 1080

gaccataaca aggtagaaaa aagatct 1107

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> > Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 24

gcatgcgatg gaaagetgag agaaagtcag aagatcacag actcaggagyg atcgggeagt 60
agacacgtaa gaaggtagag gccaatgaca ggctgaagag gtgaaggect aaaagaatac 120
gcgggtcagg aacaatgega agcctgggac gatcgggaga taaaagggat agagaaatgg 180
ccgaatagac cggtacggeg cgetagegat aaggaactag acgggtaaaa cegtaggaag 240
ctcagaaaca taacgaaagc tacageagyt aagcaageta agaacctgag caggataacy 300
cagtaaggac actacgggaa ctaagccaga tgaccgggta cgaacqgtcaa acgaatagca 360

aaggrgeggg acgtggecga agatagaaaa catacccaaa tgecggdatyg ggagaatgeg 420
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caagtaaaaa cataggaaca gtaaggcaat cgggaggtga aagggaatga gacaactaac
aaggtgggaa aaatccagea gtaaacagea tagggeaatyg agaaggtaga acaataaaga
cgatgaggaa Qtaaaaacgg gtgggcaaal gacacgatga aaaagtaacg gagtaaaccc
actcagaaac tggaaaaagt cgaaacatgg gaagaataca ccacatccag cgaataacge
gactcccaac caatagacga gtgaagagat ggaageectg gegaacatgg agacaatagq
agggtcaagg acgtggacac gtacageggt aacggectca gecaggtggga ggctacgacg
aatggaggag tgcagcaata ggecgggatag cagcctgcaa ggateggeaa ctgagaaaqt
gaagagaatg ccaaccctge aagegraaaa agegtgaagg cgtccagaag tacgcacact
ggacaaatag acgaataagg gccicaaaag catecgegagg ataagaaagt gegagagtaa
caaccleggy aagteggaaa gtagaaaggt ggaccgataa cocegegggea caataaacga
actgcgagea tcagagaggt geagaagata ccacgagtag aggeatggga acgtgaaaac
aataacgcaa gtcaggacga gagatct 1107

<210> 25

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético"

<400> 25
ggtctgtgtg atgtt 15

<210> 26

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético "

<400> 26
aacatcacac agaccaacat cacacagacc aacatcacac agaccaacat cacacagacce
agceetttg 69
<210> 27
<211> 3194
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente

<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 27

69

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080

60
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aagcttggec acacagettyg agtatictat agigtcacct aaatagoug gegtaatcat 60
ggtcatagct gtttectgty tgaaattgtt atccgetcac aattecacac aacatacgag 120
ccggaageat aaagtgtaaa goctggggts cotaatgagt gagctaactc acattaatig 180
cgitgegete actgeecget ticcagtcgg gaaacctgic gtgecagetg cattaatgaa 240
tcggecaacg cgeggygaga ggeggttige gtattgggeg ctettecget tectogetca 300
ctgactcget gogeicggte gticggetge ggegageggt atcagetcac twaaaggegg 360
taatacggtt atccacagaa tcaggggata acgeaggaaa gaacatgtga gcaaaaggec 420
agcaaaaggc caggaaccgt aaaaaggccg cgttgetgge gtttttccat aggetecgee 480
cecctgacga geatcacaaa aatcgacgel caagtcagag gtggegaaac cecgacaggac 540
tataaagata ccaggegttt ccococtggaa geteectegt gegetctect gtteegacee 600
tgccgettac cggatacctg tecgocttte teecttcggg aagegtggeg cttictcata 660
geteacgetg taggtatote agtteggtgt aggtegticg ctecaagetg ggetgtgtge 720
atgaacceee cgticagece gaccgetgeq cettateegg taactategt cttgagteca 780
acccggtaag acacgactta tcgecactgq cagcagcecac tqgtaacagqg attagcagag 840
cgaggtatgt aggcggtget acagagtict tgaagtggtg gectaactac ggctacacta 900
gaagaacagt atttggtatc tgcgetcige tgaagecagt taccticgga aaaagagttg 960
gtagetettg atccggcaaa caaaccaccq ctggtagegg tggttttrt gtitgeaage 1020
agcagattac gcgcagaaaa aaaggatcte aagaagatee tttgatcttt tctacggggt 1080

ctgacgctca gtggaacgaa aactcacgtt aagggatttt ggtcatgaga ttatcaaaaa 1140
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ggatcttcac ctagatcctt ttaaattaaa aatgaagtit taaatcaatc taaagtatat 1200
atgagtaaac ttggtctgac agttaccaat gettaatcag tgaggeacct atctcagega 1260
tctgtetatt tegticatce atagttgect gacteccegt cgtgtagata actacgatac 1320
gggagggcett accatcrgge cccagtgelg caatgatace gcgagaccca cgetcaccgg 1380
ciccagattt atcagcaata aaccagcocag ccggaaggge cgagcgeaga agtggtectg 1440
caactttatc cgectcecate cagtctatta attgttgeeg ggaagetaga gtaagtagtt 1500
cgccagttaa tagtttgege aacgttgitg ccattgectac aggeategtg gtgtcacget 1560
cgtcgttigg tatggetica ticagetceg glicccaacy atcaaggega gittacatgat 1620
cceecatgtt gtgcaaaaaa goggttaget cetteggtec tecgategit gtcagaagta 1680
agttggcege agtgttatca cteatggita tggcagcact geataatict cttactgtca 1740
tgecatecgt aagatgettt tetgtgactg gtgagtacte aaccaagtca ttctgagaat 1800
agtgtatgcg gegaccgagt tgetettgee cggogteaat acgggataat accgegecac 1860
atagcagaac tttaaaagty ctcatcattg gaaaacgttc tteggggega aaactctcaa 1920
ggatcttacc gctgtigaga tccagticga tgtaacceac tegigcacce aactgatcit 1980
cagcatcttt tactttcace agegttictg ggtgagcaaa aacaggaaygg caaaatgecg 2040
caaaaaaggy aataagggceg acacggaaat gttgaatact catactette cittttcaat 2100
attattgaag catttatcag ggttattgtc tcatgagegg atacatattt gaatgtattt 2160
agaaaaataa acaaataggg gttccgegea catttcocog aaaagtgeca cctgacgtet 2220
aagaaaccat tattatcatg acattaacct ataaaaatag gegtatcacg aggeecttte 2280
gictegegeq titeggtgat gacggtgaaa acctetgaca catgcagete ccggagacgg 2340
tcacagetty tetgtaageg gatgecggga geagacaage cogteaggge gegtcageqg 2400
gtgtlggegyg gtgtcgggge tggetiaact atgeggeate agagcagatt gtactgagag 2460
tgcaccatat gcggtgtgaa ataccgeaca gatgegtaag gagaaaatac cgeatcagga 2520
aattgtaage gttaatattt tgttaaaatt cgegttaaat tittgttaaa tcageteatt 2580
ttttaaccaa taggcegaaa tcggoaaaat cecttataaa tcaaaagaat agacecgagat 2640

agggttgagt gttgttecag ttiggaacaa gagtccacta ttaaagaacqg tggactccaa 2700
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cgtcaaagyg cgaaaaaccg tetatcaggg cgatggecea ctacgtgaac catcacccta 2760
atcaagtttt ttggggtcga ggtgeegtaa ageactaaat cggaacccta aagggageee 2820
ccgatttaga gettgacggyg gaaageegge gaacqtggeg agaaaggaag ggaagaaage 2880
gaaaggageg 9gcgetaggy cgctggcaag tgtageggte acgetgegeg taaccaccac 2940
acccgeegeq cttaatgege cgetacaggg cgogtecatt cgecatteag getgegeaac 3000
tgttgggaag ggcgatcggt gegggectet tegetattac gecagetgge gaaaggggga 3060
wgtgctgeaa ggegattaay ttgggtaacy ccaggatttt cccagtcacg acgttgtaaa 3120
acgacggcea glgaattgta atacgactca ctatagggeg aattagigga tgagaagacc 3180
tgcagaaaga attc 3194

<210> 28

<211> 1106

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 28

tctagagaga aaggctacga agatccggac atcaaaagat caaaacatge ggagatcgac 60
acatccaaaa atgaacagat aacaggatca gagggtcaag aagtgaaace atcgaggagt 120
cgeagactac gaagatggac aagtgagtaa cagetgegat ggagaactaa aggagteggyg 180
aggtacggca gtgaagaaat gtgcacatga aaagetgeoe gggtgegeaa ctggaggact 240
agaagaatgqg cacagtgacc cggtgagage ctgaggaggt gcgagaatag ggcgataggg 300
aggtaacccg atggeggact aaagagatac ggacatggac ggataggaga gtcgcaagat 360
ggaaggatca caaagtgagce cggtccaage atacgcgggt aaacggatca gaacgtaaag 420
cggtggaaaa atacccgagt aggaagatag caaaataccc aggregageq atageccact 480
cggrgagtice aaaactgaaa aaatggagag atgagacact agcggeateg gacagtagag 540
cagtgaacgc atcagagagt agaaaagtga agaactgcga cggtgaaacc ataacagagt 600

cagagggtac acccatacga ccctaccgea atacaaggcet aagacggica gaggatggac 660
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<210> 29

<211> 1106
<212> ADN
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ggetegegaa cteacgeegt gecaaagtga agaagtacca aaataggage gtaacggegt
agagaggtag acgagtgaga cggtgggcag cteccaaggt ccgageatgg acaggtggea
aaatccageg gtcagaaact acgagactgg ccggatgaag aaataaggceg ctagagagat
acggoagtga caagatggac cactagcgaa gtcggagggt gaagacgtga acaactagac
cagtacggca ctagcagaat agaccgatga aaacctglaaa agataacaga gtgaaggcat
cggagggicg agaagtaaga acgtggagee atacacgaat aaagcagtac aagggtggac

aaatgaggaa atcgggaggt cccacggtga aaacgtaggg aggtgaacca gtgggagagt

caaccaatac gaagatgcga ggatce 1106

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 29

ccatgggaaa atgagagcecg ctcgacaagg ataaagaaaa gtcgeccaac atcocgecacy

ctaageggec ctaggagecg gtaaacaage atgaagaaac atgcgaggca atgacacaaa
ctccaggegg gtggaaaaga ctegacggag atgecacgca atagcgaaac ctggaagaga
gtggaagcaa ataggaaaca gtagagcaaa atgecgcagg atagaaaaca gtggegegea
ataagcagga ataaagcaca ataaaaagaa gtaaaccqcea ctaaaacage atccagaceg

ctgaaaagaa atggcggcga atgaaaaaaa gtcacaaccg gtgcaacaac ctgaaaaagg
gtagagagee cteecgggea ataaaagacg gtaagaggaa atcccgaaaa glgcaaaaag
gtcaaaacgg glgcaacaaa atgecaagge gtgcaagaaa ctgaggacgg ataaaagaca
atgcggacgg gracgacacg ataaggaaag ataaggcgaa gtaaaagcecg gtgeggeaaa
atacaacagg ctgcccagaa gtaccgageg ctaggcggga atgagegagg gtaaaagaga
atacacaacc ctgcaagaaa gtccgggaag ctaggaccgg atacagagga ataaggaagg

gtacacagca atacgagcag atgaacgage ataccagaga gatatcaggc ctaaaaaacg
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<210> 30

<211> 1169
<212> ADN

ES 2614810713

gtaacaagaa ctaggaggag gtgcgaagge ctggaccaaa atgggacgaa gtaggaggga 780
atacacaacg atgggacgag atagagccgg gtaggccaaa gtageacggq ataccacaga 840
atacagcgac gtaccggaaa glaggagaga clggaaacce glaaggcaag ataagegagg 900
gctagcagaa ctaaaacaga ctgaacacgg atcaaggega gtaggeacga gtacacgeeg 960
atacggacaa gtaggccgea gtacggagaa gtaaacaggQ atgagagaca gtgaacaagg 1020
ctgagacgaa atcacagcaa atacaacaaa gtagecggeaa ataaacggga gtggaacgeg 1080

atagcaggaa gtgacggaca gcatgc 1106

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 30

gaattcgagt accacctgat gagcageaag gtaacggcga agatgaaaag aaaaatggag 60
cggeacgtac aaaaaaggat ggcaccagac atagaagagg agetcageaa acggetggac 120
agcgaagtcc caggaagect accaaggaca gatatcaaag aaataagaaa caaactgaga 180
aagecgegteg gaagegacgt acaageggea atggcagaga gagtaaaaca aacagtgaaa 240
ccaacaataa acgcccaggt agggcgaaaq gtaaacaaaa ggatcgaaag acgagtaaqgg 300
cgggagatgg aaacaacggt gcgaaaacca gtgaaaa.agg gagtccaaag caccatgaag 360
accacaatac gacacaccet gggaggacac gtggaggdagc cggtacgaag cagggtacaa 420
gacaacatgc aaacagaggt araggaaccq ataaagaacg acatggaagg aaacgtagga 480
acccgagtag aggaacggat agogaacgac gtgcaacgee acctagaacg agaagtcgea 540
agggaaataa acggagaggt cccacggecy atgagcagaa aagtggaaaa ggaccigaag 600
agaaaaatga ggaccacaat aaaggacgga ataaaaaaca Cactcccaga ggaaatacaa 660
cgagaaatag ggaacaggat gcaaagaage atcagaaagg cagtgecaaa gggaatcgga 720

cgeaagetaa gacaggecet agaccgegaa gtaaacgaac aactcggagg gegaatcagg 780
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<210> 31
<211> 1106
<212> ADN
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cccaccatge agageaaaat aagagaccag atgcgeggcea acctgagace gaacctaaaq 840
gaaaggatag agggagaggt ccaagaaacg atggcgggcea ccatgagaaa ggaagicaaa 900
gtgcacctag caacacagat accacgagac atcgaagega agatacggaa aaagetggag 960
agggcaatga acagaaagct acggaaagaa gtcaaggaca caatgaggga geaagtcgag 1020
agcgaggtgg ccegecaaat aggageaaca atgcgaggec aagtgggeac aacgatgaaa 1080
gaccaactaa cacagecact tetagagtge acggatecct cgagggtace aaccatggaa 1140

gctagcaage atgcaaactg cagaagett 1169

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 31

ctcgaggaaa gacagagggt agcaggecac agatcaagge ggcgaaatgg cecggageac 60
gtaagcacca cacggtcace aagagagaat cagaagaggc aagtaaaaaa aagegegtac 120
ggcacccaag gtggacgeac aacagicacq ggaaagaagt cgaaggeggg cgctcagaag 180
agcgaagtac acaaccagac ggtaccggaa cacgatgege caacaagaat cageggaaag 240

acataccgge ggacgggicg aaacacgaaa atgaaaccgc agaagtaaag agaaaaggat 300
cgcaggaaga ggatcaagac agaaaaatcq acaaagcaaa glggaccgaa gaagatcgaa 360
aagaagcact caggacagct gaatcgcaca gacacggtga caagacgaaa atggacgaca 420

accgataage gaaaaaagat accggegage gagtcgagaa cacgaagtca aggegeaaga 480
atagagcaaa cgaagtaaac aggacagaat aggaagggea aagtgggaga gaaaggeteg 540
gaaccgacga cigcaccgaa caacgtggga geccacgget acaaaacgee agatcgaage 600

ccaggaglcq aagaacaaaa gtaacggcge agaaatagaqg agaggagget aaagcggaac 660
cagtgaagga aaagaaataa cgggcccaag gtgaagaaaa agaagtggea ggaacggagt 720

acagcecage aactgggeaa aageggcotga cgagaacaag atagagaacy aggaatgacg 780
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<210> 32

<211> 1241
<212> ADN
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agacacagat agaagacaaa gactgcggac aggcaagtas gagaaggaaa ataaagcgag 840
agaagtaggc cgcccgaaat geaaaagaaa aagtgacaca gagaaaatga ccggegggag 900
gtaacacgee caggatgacg gagcaccaat agaaaaaaac acqtaggaga gggaacatge 960

ggacaagaca atcccaacce gaagataaac accgagaggt agacagegea gactggagga 1020
acagccgtgg aaagggaaag gtacgcaaac ggacctaaaa aaaacaaagt cagggaaaaa 1080

ggctaacgga acaaagetgy ceatgg 1106

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 32

gaatictcta gagtgeacgg atcectcgag ggtaccaace atggaagcta gcaageatge 60
gaggaaagca aggaaaatga agaacgaagc gggtcgaaca gggaagacat asaaaacagg 120
caccatgaca ccaacgcgga atgacacaac acaaaggtag cgaggcacge acgtaagagg 180
cacaagaaat gaaagaaaaa gagaatacgc agagagggca gtaaggcagg gaaacgatga 240
gcagacgacg ggatgctage agcgaaaget gagaagaaga gacceicaaa aageaaaaga 300
ataagaaagc caaagcataa aagaaaageq Caatcaagga aacgggeget agaagaccga 360
gacagtgaga cgagcacacg ctaaaaaaga gagacaatcc agaaagaaga cagtggacaa 420
gagaccgggt agcaccagag gacaatgaag gegggacgge ataaacgece aaacgggtaa 480
gacgggccaa cgataaagga agacgaaggt caacgcagaa gggaatccag aaacacagac 540
atasagaaaa aaagaaatgg cagccggaga agctgagacg ggaccgeagt gcgagagaag 600
agacgtgcgg aaaagagaag gtcgegeaag acgggegtgg accggacaaa ggatgggaaa 660
acgaccggat ggagagegec cagagtcaga aacggaagag atgaaaccca gaaagacieg 720
gcacaagaag gagtcgggaa acacaagaat aaagcagetg gggaatageg gacgaacgga 780

atagaggcce aaagaactgg gagaggacag ccgtacagga ggaacgggat agcgaagaac 840
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<210> 33

<211> 1106
<212> ADN
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caacglgcga aaagaccgge ataaaacaga aaggceaatag cagacagcaa aaatagagag
ataacgacgt agaaagagyg aaacgicgea aaaaaccggg ctagaggagg accaacatag
cgagacacca agatgaagea acggagaagt cacacaaaga gacagtcgaa aagcaaagaa
atagcccage aagegaatac ccaacaagaa gagtcaacag gagaaagagt ccaaggagaa

geaagtacac aagacaaaag gtagcagaca caagcaatgc acgggeaggg aaatgcgaaa

cagagaggat aagaagatct aaaatgcatg gretgtgtga tgttggtetg tgtgatgttg 1200

gtctgtgtga tgttggtetyg tgtgatgtie tgeagaagcet t 1241

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> Fuente
<223> /nota="Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 33

ggatcegacg ggaacaaaga gaaageacaa gtaaaaggca acgacgcgea cgaggtcaga
acgcaaacag gaagaagaat gcaacaaagg agegecgaac ggatacgegg gecaacacga
agaggaatga aagggaaacg aracaaaaas gtgaagaggc caaaagagca cagcatggag
gaagecacgg ccgaaaaact acaccgggaa ggaccaaacq cgatggcaga cagagegeaq
acagggatag agccacccag gaagcacgea gicagggaga aaagggcaca gacactacga
aaaagggega caagagggct 0ggagaggga acgggcagaa acataaaact caagagecga
ccagaagtaa aaggcgatat caacacagac gtasagcaag cagaacaaga geacataage
aagaaggaga ggagacacct accagagaga aaaacccgaa cegtgeggaa aggegggega
gaagggataa aagagcacga acccaagagg atgaaaggac aagagagaac gaaagtccaa
cacagaaagy ctaaaggaat aaaaageaac agtcaaaaaa aaqlaagaaa geaagacaaa
gcgagaatga asagegaagg cacaaaagaa atagacagag ggaacagegg aaagateeca
cgggcgacag caaccggact ccacgggaac acgaggagaa acgtgaaaac cgageggeaa

cccagactca geggaacaga agacaaaaaa atacgggeag ggegaggaaa gaaaataggg
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ccaacasaaa ggaagcagat gaaaaacaca aaaacccace acatcacgeg gyccgagage 840
agcaacgtgg cagcacgagg aggaggagcc ctagaacgca aaggcgaaaa gacgetgega 200
ggtaccggge caaagaaaat aaaggaacgc aaacaaagga gcalCaaagg gaagaaacaa 960
aagaaaataa aaaaggagaa gaaagggaag ataaaaggaa acggaaaaaa gaaactcgeqg 1020
acaaagacgg cagcaaaggt agaggaaaag gaagaggaca cactgaaaga geaccaggag 1080

aaagacctag cagaagcacg ctegag 1106
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REIVINDICACIONES

1. Una poblaciéon de sondas de nanoindicador marcadas de forma Unica, en la que la sonda de nanoindicador
comprende:

i) una region especifica de una diana unica;
ii) una region que comprende un nanoindicador disefiado, Unico,

en la que dicho nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de
forma unica, comprendiendo dicha estructura principal al menos tres regiones de union al marcador unidas
covalentemente entre si en una combinacién lineal Unica, en la que cada region de unién al marcador de cada
estructura principal se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de unién al marcador de esa
misma estructura principal,

en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias polinucleotidicas de
disefio racional, en la que la secuencia polinucleotidica se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria
que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables;

en la que cada secuencia polinucleotidica complementaria tiene designada una molécula detectable especifica; y

en la que cada una de dichas regiones de union al marcador tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 %,
y en la que cada una de dichas secuencias polinucleotidicas complementarias tiene una proporcién de G/C de al
menos 1/1 u, opcionalmente, de aproximadamente 3/2, y

en la que cada nanoindicador tiene una sefial detectable que lo distingue de otros nanoindicadores de dicha
poblacién.

2. La poblacién de la reivindicacién 1, en la que cada una de dichas regiones de unién al marcador se genera a partir
de una secuencia molde seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

3. La poblacién de la reivindicaciéon 1 o 2,

(a) en la que cada una de dichas regiones de uniéon al marcador comprende de aproximadamente 800 a 1.300
bases de nucleétidos o

(b) en la que cada una de las regiones de unién al marcador comprende un contenido de adenina similar y,
opcionalmente, en la que las bases de adenina estan separadas al menos cada 8 a 16 bases de nucleétido, o

(c) en la que cada una de las regiones de union al marcador comprende un patrén que se repite de forma regular
de bases de adenina y, opcionalmente, en la que las bases de adenina estan separadas aproximadamente cada
8 a 16 bases de nucledtido, o

(d) en la que cada una de las regiones de union al marcador comprenden un contenido de timina de
aproximadamente 35-45 % o

(e) en la que cada una de las secuencias polinucleotidicas complementarias comprende una secuencia
polinucleotidica de ARN o

(f) en la que las moléculas detectables son colorantes fluorescentes o

(@) en la que una temperatura de fusion (Tf) de cada una de dichas secuencias polinucleotidicas
complementarias cuando estan hibridadas a sus regiones de unién al marcador es de aproximadamente 80 °C o
superior, 0

(h) en la que dicha sonda de nanoindicador comprende ademas una regiéon constante, en la que la regién
constante comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos repetidas.

4. La poblacién de la reivindicacién 3, en la que la secuencia polinucleotidica complementaria comprende una
secuencia polinucleotidica de ARN, y

(a) en la que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende al menos una base de uracilo modificada con
aminoalilo o

(b) en la que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende una pluralidad de bases de uracilo modificadas
con aminoalilo que estan separadas una media de aproximadamente cada 8 a 16 bases en dicha secuencia
polinucleotidica de ARN; y

en la que la molécula detectable esta unida a la base de uracilo modificada con aminoalilo o en la que la molécula
detectable esta unida a cada una de las bases de uracilo modificadas con alilo.

5. La poblacién de la reivindicacién 1, en la que cuando dicha poblacién de sondas de nanoindicador se usa para
detectar una poblacién de moléculas diana en una muestra mediante un método que comprende:

(a) formar al menos un complejo molecular con cada sonda de nanoindicador que comprende al menos una
molécula diana y al menos una sonda de nanoindicador y

(b) contar individualmente la presencia de una o mas moléculas de cada dicho complejo molecular de dicha
muestra, el numero de recuentos por encima del fondo de cada dicho complejo molecular tras la normalizacion
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de la muestra es al menos dos veces superior en comparacion con una sonda de nanoindicador que comprende
ADN de M13.

6. Un método de determinacion de la presencia de al menos una molécula diana en una muestra, que comprende:
(1) formar al menos un complejo molecular que comprende:

(a) al menos una molécula diana 'y
(b) al menos una sonda que comprende:

i) una region especifica de la diana unica,
ii) una region que comprende un nanoindicador disefiado, Unico,

en la que dicho nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
disefiada de forma Unica, comprendiendo dicha estructura principal al menos tres regiones de unién al
marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica,

en la que cada region de union al marcador seleccionada se selecciona individualmente y es diferente
del resto de regiones de unién al marcador de la estructura principal seleccionadas,

en la que cada region de unién al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica
complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables,

en la que las regiones de union al marcador se seleccionan de una poblacion de secuencias
polinucleotidicas de disefio racional,

en la que cada secuencia polinucleotidica complementaria tiene designada una molécula detectable
especifica; y

en la que cada region de union al marcador tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 % y la
secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporciéon de G/C de al menos 1/1,y

(2) contar individualmente la presencia de uno o mas complejos moleculares o al menos parte de dicho al menos
un complejo molecular para determinar la presencia de dicha al menos una molécula diana de la muestra.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que cada region de unién al marcador se genera a partir de una secuencia
molde seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23 y 24.

8. El método de la reivindicacién 6 o la reivindicacion 7

(a) en el que el porcentaje de recuentos moleculares validos de dicho complejo molecular es superior al
aproximadamente 12,5 % o

(b) en el que el numero de recuentos es al menos dos veces superior a los recuentos obtenidos cuando se usa
una sonda de nanoindicador que comprende ADN de M13 y, opcionalmente, en el que dicho nanoindicador que
comprende ADN de M13 comprende una estructura principal monocatenaria que comprende una pluralidad de
regiones de ADN de M13 unidas covalentemente entre si, hibriddandose cada regién a una secuencia
polinucleotidica complementaria que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables o

(c) en el que la temperatura de fusion (Tf) de dicha secuencia polinucleotidica complementaria, cuando se hibrida
a su region de union al marcador es de aproximadamente 80 °C o superior, 0

(d) en el que cada region de unién al marcador comprende de aproximadamente 800 a 1.300 bases de
nucledétidos o

(e) en el que las regiones de unidon al marcador comprenden un contenido de adenina similar, y, opcionalmente,
en el que las bases de adenina estan separadas al menos una media de cada 8 a 16 bases de nucleétidos, o

(f) en el que las regiones de unién al marcador comprenden un patron que se repite de forma regular de bases
de adenina y, opcionalmente, en el que las bases de adenina estan separadas aproximadamente cada 8 a 16
bases de nucleétido, o

(g) en el que cada una de las regiones de union al marcador comprende un contenido de timina del
aproximadamente 35 al 45 % o

(h) en el que la secuencia polinucleotidica complementaria comprende una secuencia polinucleotidica de ARN o
(i) en el que las moléculas detectables son colorantes fluorescentes o

(j) en el que dicha molécula diana es un acido nucleico o

(k) en el que dicha molécula diana es un indicador de diagndstico o

(I) en el que dicha sonda comprende ademas una region constante, comprendiendo la regién constante una
pluralidad de secuencias de nucleétidos repetidas.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que una temperatura de fusion (Tf) de dicha secuencia polinucleotidica
complementaria, cuando se hibrida a su regién de unién al marcador, es superior a la temperatura de fusién de una
secuencia polinucleotidica complementaria al ADN de M13 cuando se hibrida a dicha sonda de nanoindicador que
comprende ADN de M13.
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10. EI método de la reivindicacion 8, en el que la secuencia polinucleotidica complementaria comprende una
secuencia polinucleotidica de ARN y

(a) en el que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende al menos una base de uracilo modificada con
aminoalilo o

(b) en el que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende una pluralidad de bases de uracilo modificadas
con aminoalilo que estan separadas al menos una media de cada 8 bases en dicha secuencia polinucleotidica de
ARN;y

en el que la molécula detectable esta unida a la base de uracilo modificada con aminoalilo o en el que la molécula
detectable esta unida a cada una de las bases de uracilo modificadas con alilo.

11. El método de la reivindicacién 6 o la reivindicacion 7, que comprende ademas determinar la presencia de una
pluralidad de moléculas diana mediante un método que comprende formar una pluralidad de complejos moleculares,
comprendiendo cada complejo

(a) al menos una molécula diana 'y
(b) al menos una sonda que comprende:

i) una region especifica de la diana unica,
ii) una region que comprende un nanoindicador disefiado, Unico,

en la que dicho nanoindicador comprende una estructura principal de acido nucleico monocatenario,
disefiada de forma unica, comprendiendo dicha estructura principal al menos tres regiones de union al
marcador unidas covalentemente entre si en una combinacion lineal Unica,

en la que cada regiodn de unién al marcador seleccionada se selecciona individualmente y es diferente del
resto de regiones de union al marcador de la estructura principal seleccionadas,

en la que las regiones de unidon al marcador se seleccionan de una poblacién de secuencias
polinucleotidicas de disefio racional,

en la que cada region de unién al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria
que tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables y

en la que cada sonda comprende una region de nanoindicador diferente y

en la que cada region de unién al marcador tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 % y la
secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcién de G/C de al menos 1/1.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que se determina la presencia de al menos 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200,
300 o 500 moléculas diana diferentes.

13. El método de la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el que dicha molécula diana es un acido nucleico y en el
que dicho acido nucleico comprende al menos una mutacién heredable, al menos una mutacion somatica, al menos
un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), al menos una mutacién puntual, al menos una mutacion de delecion, al
menos una mutacion de insercién, al menos una translocalizacién cromosdémica o combinaciones de las mismas.

14. Una sonda de nanoindicador marcada de forma unica que comprende:

i) una region especifica de la diana Unica y

ii) una regidon de una estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma uUnica, que
comprende al menos tres regiones disefiadas de uniéon al marcador unidas covalentemente entre si en una
combinacion lineal,

en la que cada regidon de uniéon al marcador comprende de aproximadamente 800 a 1.300 bases de nucleodtidos y
tiene un contenido de G/C del aproximadamente 50 %,

en la que cada regidon de unién al marcador de la sonda se selecciona individualmente y es diferente de las otras
regiones de union al marcador de la misma sonda,

en la que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias polinucleotidicas de
disefio racional

en la que cada regidon de unién al marcador se hibrida a una secuencia polinucleotidica complementaria que tiene
unidas a la misma una o mas moléculas detectables y que tiene una proporcién de G/C de al menos 1/1.

15. La sonda de nanoindicador de la reivindicacion 14, en la que cada una dichas al menos tres regiones de union al
marcador se genera a partir de una secuencia molde seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24.

16. La sonda de nanoindicador de la reivindicacion 14 o la reivindicacion 15,
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(a) en la que la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de aproximadamente 3/2
o]

(b) en la que las regiones de union al marcador comprenden un patréon que se repite de forma regular de bases
de adenina y, opcionalmente, en la que las bases de adenina estan separadas aproximadamente una media de
cada 8 a 16 bases de nucledtidos o

(c) en la que las regiones de union al marcador comprenden un contenido de timina del aproximadamente 35-
45% o

(d) en la que la secuencia polinucleotidica complementaria comprende una secuencia polinucleotidica de ARN o
(e) en la que las moléculas detectables son colorantes fluorescentes o

(f) en la que la sonda de nanoindicador comprende ademas una regién constante, en la que la regidon constante
comprende una pluralidad de secuencias de nucleétidos repetidas.

17. La sonda de nanoindicador de la reivindicacion 14, en la que la secuencia polinucleotidica complementaria
comprende una secuencia polinucleotidica de ARN y

(a) en la que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende al menos una base de uracilo modificada con
aminoalilo o

(b) en la que la secuencia polinucleotidica de ARN comprende una pluralidad de bases de uracilo modificadas
con aminoalilo que estan separadas al menos una media de cada 8 a 16 bases en dicha secuencia
polinucleotidica de ARN y

en la que la molécula detectable esta unida a la base de uracilo modificada con aminoalilo o en la que la molécula
detectable esta unida a cada una de las bases de uracilo modificadas con alilo.

18. Un método de preparacion de al menos un nanoindicador marcado de forma uUnica que comprende una
estructura principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma Unica, incluyendo el método las etapas de:

i) combinar al menos tres regiones de unién al marcador, comprendiendo cada una de aproximadamente 800 a
1.300 bases de nucleétidos y un contenido de G/C del aproximadamente 50 %, en el que cada regién de union al
marcador del nanoindicador se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de union al
marcador del mismo nanoindicador;

i) unir covalentemente las al menos tres regiones de unién al marcador entre si en combinacion lineal; e

iii) hibridar una secuencia polinucleotidica complementaria a dicha regién de unién al marcador, en la que dicha
secuencia polinucleotidica complementaria tiene unidas a la misma una o mas moléculas detectables y en la que
la secuencia polinucleotidica complementaria tiene una proporcion de G/C de al menos 1/1;y

en el que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias polinucleotidicas de
disefio racional.

19. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademas preparar una sonda de nanoindicador marcada
mediante la unién del nanoindicador marcado a una regién especifica de la diana.

20. El método de la reivindicacion 18, en el que dicha secuencia polinucleotidica complementaria tiene una
proporcion de G/C de al menos 1/1.

21. Un kit de preparacion de al menos un nanoindicador marcado de forma Unica que comprende una estructura
principal de acido nucleico monocatenario, disefiada de forma unica, incluyendo el kit:

a) al menos tres regiones de unién al marcador, comprendiendo cada una de aproximadamente 800 a 1.300
bases de nucledtidos y un contenido de G/C del aproximadamente 50 %, en el que cada regiéon de union al
marcador del nanoindicador se selecciona individualmente y es diferente de las otras regiones de union al
marcador del mismo nanoindicador; y

b) al menos tres secuencias polinucleotidicas complementarias que tienen unida a las mismas una molécula
detectable, teniendo las secuencias polinucleotidicas complementarias una proporcion de G/C de al menos 1/1;y

en el que las regiones de unién al marcador se seleccionan de una poblaciéon de secuencias polinucleotidicas de
disefio racional.

22. El kit de la reivindicacién 21 que comprende ademas al menos tres sondas especificas de la diana.
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RAGCTTGGCCACACAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTARTCATGGTCATAGCTGT
TTCCTGTGTGARATTCTTATCCGCTCACAATTCCACACARCATACGACCCGGRAGCATARAGTCTARACCCT
GGGATGCCTAATCAGTGAGCTAACTCACATTARTTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT CAGGARACT
TGTCETGCCAGCTGCATTAATGAAT CGGCTAACECECGEGGAGAGGCEETTTGCETATTGEGCGLTCTTCCG
CTTCCTCGCTCACTGACT CGCTGCGECTCGETCETTCGGCTGCGECGAGCGGTATCAGCTCACT CARAGGCGG
TAATACGGTTATCCACAGRATCAGGEGATAACGCAGGAAAGAACATGTCAGCAAAAGGCCAGCARRAGECCA
GGAACCGTAAAARGGCCCCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACCAGCAT CACARAARTC
GACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCC
TCGTECGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTETCCECCTTTCTCCCTTCGGERAGCETGE
CGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGCTAT CTCAGTTCGGTGTAGGTCCTT CGCTCCAAGCTGGGCTGTETGE
ACGAACCCCCCETTCAGCCCGACCACTGCGCCTTATCCGGTAACTATCAT CTTGAGTCCARCCCGGTARGAC
ACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATETAGGCGGTGCTACAG
ACTTCTTGRAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTACGAAGAACAGTATTTGETAT CTGCGCTCTGCTGRAGT
CAGTTACCTTCGGRAARAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTT
TTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGARAAANAGGATCTCAAGAAGAT CCTTTGATCTTTTCTACGGGGT
CTGACCCTCAGTGGAACGAARACTCACGTTAAGEGATTTTGGTCATGAGATTAT CARAARCGATCTTCACCT
AGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAT CTAAAGTATATATGAGTAAACTTCGGTCTGACAGTT
ACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCATTCATCCATAGTTGCCTGACTCC
CCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACC
CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGARGGGCCGAGCGCACAAGTGETCCTG
CAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTRATTGTTGCCGEGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATA
GTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGECATCGTGETGTCACGCTCGTCGTTTGETATGGCTTCATTCA
GCTCCGGTTCCCRAACGAT CAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATCTTGTGCAARAARGCGGTTAGCTCCTTCG
GTCCTCCGATCOTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCECAGTGTTAT CACT CATGGTTATGGCAGCACTGCATARTT
CTCTTACTGTCATGCCATCCGTARGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCARCCAAGTCATTCTGAGAAT
AGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGECGTCAATACGGGATAATACCGCGUCACATAGCAGAACTT
TARAAGTGCTCATCATTCGAARACGTTCTTCGRECCCARRACTCTCARGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCA
GTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAG
CAAAARCAGGAAGGCAARATGCCGCARAARAGGEAATAAGGGCCACACGGAARTGTTGAATACTCATACTCT
TCCTTTTTCARTATTATTCAAGCATTTATCACGETTATTCTCTCATCAGCGCATACATATTTGARTGTATTT
AGAAARATARRCARATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAARAGTGCCACCTGACGTCTAAGARACCATTA
TTATCATGACATTAACCTATARRAATAGGCGETATCACGAGGCCCTTTCOTCTCGCGCETTTCGGTGATGACG
GTGAARACCTCTGACACATGCAGCTCCCGEAGACGETCACAGTTTGTCTGTARGCGGATGCCGEEAGCAGAC
AMGCCCGTCAGGGCGCGT CAGCGGETGTTGECEEETETCEEGECTGECTTAACTATGCGGCATCAGAGTAGA
TTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAARTACCGCAT CAGGA
AATTCTAAGCGTTAATATTTTGTTAARATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTARCCAATA
GGCOCRAAATCGGCRAARATCCCTTATARATCARAAGAATACACCCAGATAGGCTTCAGTGTIGTTCCAGTTTG
GAACARGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGEGCGATGE
CCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGCTCGAGGTCCCGTARAGCACTARATCGGAACCT
TARAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGEGEAAAGCCGGCGAACGTGGCCAGARAGGARGGCARGARAGT
CARACGAGCGGGLGCTACGGCELTEECAAGTGTAGCCGTCACGCTGCCCGTARCCACCACALCCECCELECT
TAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGARGGGCGATCGETCLGE
GCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGARAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGCTAACGCCAGGE
TTTTCCCAGTCACGACGTTGTARAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACCACTCACTATAGGGCGAATTAGTG
GATGAGAAGACCTGCAGRRAGRATTC {SEQ ID NO:27)

Figura 9
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Espacio de 8
TCTAGAGAGAAAGGCTACGAAGATCCGGACATCAARAGATCARARCATGCGGAGATCGAC
ACATCCARARRATGAACAGATRACAGGATCAGAGGGTCAAGAAGTGARACCATCGAGGAGT
CGCAGACTACGAAGATGGACAAGTGAGCAACAGCTGCGATGGAGAACTAAAGGAGTCGGS
AGGTACGGCAGTGAAGAAATGTGCACATGAAMAGCTGCCCGGGTGCGCAACTGGAGGACT
AGRAGRATGGCACAGTGACCCGGTGRGAGCCTGAGGAGGTGCGAGRATAGGGCGATAGGG
AGGTAACCCGATGGCGGACTAAAGAGATACGGACATGGACGGATAGGAGAGTCGCAAGAT
GGAAGGATCACAAAGTGAGCCGGTCCAAGCATACGCGGGTAAACGGATCAGRACGTAARG
CGGTGGAAAAATACCCGAGTAGGAAGATAGCAALATACCCAGGTCGAGCGATAGCCCACT
CGGCGAGTCCAAAACTGAAARAATGGAGAGATGAGACACTAGCGGCATCGGACAGTAGAG
CAGTGAACGCATCAGAGAGTAGAAARGTGARGAACTGCGACGGTGAARACCATARCAGAGT
CAGAGGGTACACCCATACGACCCTACCGCAATACAAGGCTAAGACGGTCAGAGGATGGAC
GGCTCGCGAACTCACGCCGTGCCAARAGTGARGAAGTACCAAAATAGGAGCGTAACGGCGT
AGAGAGGTAGACGAGTGAGACGGTGGGCAGCTCCCAAGGTCCGAGCATGGACAGGTGGCA
ARATCCAGCGGTCAGARACTACGAGRCTGGCCGGATGAAGARAATAAGGCGCTAGAGAGAT
ACGGGAGTGACAAGATGGACCACTAGCGAAGTCGGAGGGTGAAGACGTGAACAACTAGAC
CAGTRACGGCRCTAGCAGAATAGACCGATGRARARCCTGARAAGATRAACAGAGTGRAGECAT
CGGAGGGTCGAGAAGTAAGAACGTGCAGCCATACACGAATARAGCAGTACRAGGGTGGAC
ARRTGAGGAAATCGGGAGGTCCCACGGTGAARACGTAGGGAGGTGAACCAGTGGGAGAGT
CARCCAATACGAAGATGCGAGGATCC (SEQ ID NO:28) Figura 10A

Espacio de 10
CCATGGGAAAATGAGAGCCGCTCGACAAGGATAAAGAAAAGTCGCCCARCATCCGCCACG

CTAAGCGGCCCTAGGAGCCGGTAAACAAGCATGAAGAAACATGCGAGGCALATGACACAAR
CTCCAGGCGGGTGGAARAGACTCGACGGAGATGCCACGCAATAGCGRARCCTGGAAGAGA
GTGGAAGCAAATAGGARACAGTAGAGCAARATGCCGCAGGATAGAARACAGTGGCGCGCA
ATAAGCAGGAATAAARGCACAATRAARAGAAGTAAACCGCACTAARACAGCATCCAGACCG
CTGAAAAGARATGGCGGCGAATGAARARAAGTCACRACCGGTGCAACAACCTGAARRAGE
GTAGAGAGCCCTCCCGGGCAATAAAAGACGGTAAGAGGARATCCCGAARAGTGCARARAG
GTCAAAACGGGTGCAACAARATGCCAAGGCGTGCAAGAARACTGAGGACGGATAAAAGACA
ATGCGGACGGGTACGACACGATRAAGGARAGATARAGGCGAAGTARAAAGCCGGTGCGGCARA
ATACAACAGGCTGCCCAGAAGTRCCGAGCGCTAGGCGGGAATGAGCGAGGGTARARAGAGA
ATACACAACCCTGCAAGAAAGTCCGGGAAGCTAGGACCGGATACAGAGGAATAAGGAAGE
GTACACAGCAATACGAGCAGATGAACGAGCATACCAGAGAGATATCAGCGCCTAAARARANCE
GTAACAAGAACTAGGAGGAGGTGCGAAGGCCTGGACCAARATGGGACGAAGTAGGAGGGA
ATACACAACGATGGGACGAGATAGAGCCGGGTAGGCCARAGTAGCACGGGATACCACAGA
ATACAGCGACGTACCGGRAAGTAGGAGAGACTGGRAACCCGTARGGCAAGATARGCGAGG
GCTAGCAGAACTAAAACAGACTGAACACGGATCAAGGCGAGTAGGCACGAGTACACGCCG
ATACGGACAAGTAGGCCGCAGTACGGAGAAGTARAACAGGGATGAGAGACAGTGAACAAGG
CTGAGACGARATCACAGCAAATACARCAALGTAGCCGGCARATAANCGGGAGTGGARCGCG
ATAGCAGGAAGTGACGGACAGCATGC (SEQ ID NO:29) Figura 10B

Figura 10
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Espacio de 12
GAATTCGAGTACCACCTGATGAGCAGCAAGGTAACGGCGAAGATGAARAGAAARATGGA

CGGCACGTACAAARARGGATGGCACCAGACATAGARGAGGAGCTCAGCAAACGGCTGGR
AGCGAAGTCCCAGGARGCCTACCAAGGACAGATATCAAAGAAATAAGAAACARACTGAC
ARGCGCGTCGGAAGCGACGTACAAGCGGCAATGGCAGAGAGAGTARAARCAAACAGTGAR
CCARCARTARACGCCCAGGTAGGGCGAAAGGTAMACAAARGGATCGAAAGACGAGTRAAC
CGGGAGATGGRAARCARCGGTGCGARRRACCAGTGAARAAGGGAGTCCARAGCACCATGAR
ACCACAATACGACACACCCTGGGAGGACACGTGGAGGAGCCGGTACGAAGCAGGGTACE
GACAACATGCAAACAGAGGTARAGGAACCGATAAAGAACGACATGGAAGGAAACGTAGC
ACCCGAGTAGAGGAACGGATAGCGAACGACGTGCAACGCCACCTAGAACGAGAAGTCGC
AGGGAAATARACGGAGAGGTCCCACGGCCGATGAGCAGAARAGTGGARARGCGACCTGAR
AGARAAATGAGGACCACRATARAGGACGGAATARANAACACACTCCCAGAGGARATACE
CGAGAAATAGGGAACAGGATGCAAAGAAGCATCAGAAAGGCAGTGCCAAAGGGAATCGC
CGCRAGCTAAGACAGGCCCTAGACCGCGAAGTARACGRACAACTCCGAGGGCGAATCAL
CCCACCATGCAGAGCAAAATARGAGACCAGATGCGCGGCAACCTGAGACCGAACCTAAR
GAARAGGATAGAGGGAGAGGTCCAAGAARACGATGGCGGGCACCATGAGAAAGGARGTCAR
GTGCACCTAGCARACACAGATACCACGAGACATCGAAGCGAAGATACGGARRARAGCTGGA
AGGGCAATGAACAGARAGCTACGGAAAGAAGTCAAGGACACAATGAGGGAGCAAGTCGA
AGCGAGGTGGCCCGCCARATAGGAGCARCAATGCGAGGCCAAGTGGGCACAACGATGAR
GACCAACTARCACAGCCACTTCTAGAGTGCACGGATCCCTCGAGGGTACCAACCATGGA
GCTAGCRAGCATGCARACTGCAGARGCTT (SEQ ID NC:30) Figura 11A

Espacio de 14
CTCGAGGAARGACAGAGGGTAGCAGGCCACAGATCARGGCGGCGARATGGCCCGGAGCR
GTAAGCACCACACGGTCACCAAGAGAGAATCAGAAGAGGCAAGTARARARARGCGCGT2
GGCACCCAAGGTGGACGCACARCAGTCACGGGAAAGAAGTCGRAGGCGGGCGCTCAGAR
AGCGRAGTACACARCCAGACGGTACCGGARCACGATGCGCCARCARGAATCAGCGGARR
ACATACCGGCGGACGGGTCGAAACACGAAAATGAAACCGCAGAAGTARAGAGAAARGGE
CGCAGGAAGAGGATCAAGACAGAARALTCGACARAGCAAAGTGGACCGARAGRAAGATCG2
ARGAARGCACTCAGGACAGCTGAATCGCACAGACACGGTGACAAGACGAAAATGGACGAC
ACCGATAAGCGAARRARRGATACCGGCGAGCGAGT CGAGAACACGARGTCAAGGCGCARG
ATAGAGCAARCGAAGTAAACAGGACAGAATAGGAAGGGCARAGTGGGAGAGAAAGGCTC
GAACCGACGACTGCACCGAACAACGTGGGAGCCCACGGCTACAAARCGCCAGATCGAAC
CCAGGAGTCGAAGAACAARARGTAACGGCGCAGAAATAGAGAGAGGAGGCTARAAGCGGAR
CAGTGAAGGAAAAGAAATARCGGGCCCAAGGTGAAGRARARAGAAGTGGCAGGAACGGAC
ACAGCCCAGCAACTGGGCARAAGCGGCTGACGAGAACAAGATAGAGAACGAGGAATGAC
AGACACAGATAGAAGACAAAGACTGCGGACAGGCAAGTAAGAGAAGGARARATAAAGCGA
AGARAGTAGGCCGCCCGAAATGCAAAAGAAAAAGT GACACAGAGAARATGACCGGCGGGA
GTAACACGCCCAGGATGACGGAGCACCAATAGAARRAAACACGTAGGAGAGGGAACATC
GGACAAGACAATCCCAACCCGAAGATAAACACCGAGAGGTAGACAGCGCAGACTGGAGE
ACAGCCGTGGAAAGGGAAAGGTACGCAAACGGACCTAAARRALRACAAAGTCAGGGARAR
GGCTAACGGAACAAAGCTGGCCATGG (SEQ ID NO:31)
Figura 11B
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Espacio de 16
GAATTCTCTAGAGTGCACGGATCCCTCGAGGGTACCAACCATGEAAGC TAGCAAGCATGC
GAGGAAAGCAAGGARAATGAAGAACGRAGCGGGTCGAACAGGGRAGACATAAARARCAGG
CACCATGACACCAACGCGGAATGACACAACACAARGGTAGCGAGGCACGCACGTARGRGG
CACRAGRARATGRARGARRERAGAGARTACGCAGRACRAGGGCACTRAGGCAGGGARRCGRTGA
GCAGACGACGGGATGL TAGCAGCGARRGC TGAGAAGARGAGACCCTCARARRGCARRAGA
ATARGAARGCCAAAGCATAARACARARGCCCARTCAAGGAANCCEGECECCTAGAAGACCGA
GACRGTGAGACGAGCACACGCTAARARAGAGAGACAATCCAGARAGARGACAGTGGACAR
GAGACCGGETAGCACCAGAGGACARTCARGGCGECACGGCATARACGCCCARACGGGTAA
GACGGGCCARCGATARAGGANGACGARGCTCARCGCAGAAGGGAATCCAGARACACAGAC
ATARAGARAA R AMGAARA T CGCAGCCGGAGARGCTGAGACGGGACCGCAGTGUGAGAGAAG
AGACGTGCGGAAAAGAGAAGGTCGCGCAAGACGEGCGTGGACCGGACAAAGGATGGGAMR
ACGACCGGATGGAGRECGCCCAGAGTC AGAAACGGAAGAGATGAARCCCASAARGACTCG
CCACARGARGGAGTCGGGARACACAAGAATARAGCAGCTGGGGAATAGCGGACGARCGGA
ATAGAGGCCCAARGRACTGGGAGAGGACAGCCGTACAGGAGGARACGEEATAGCGARGAAC
CRACGTGCGARARGRCCGGCATARRACAGARAGGCAATAGCAGRCAGCARAMATAGRGAG
ACARCGRACGTAGARRGAGGGARACGTCGCAARRRACCGGGCTAGRGGAGGACCAACATAG
CEAGACACCARGATGARGCAACCGAGAAGTCACACARRGACACAGTCCGARARGCARAGAR
ATAGCCCAGCARGCGAATACCCAACARGAAGAGTCAACAGGAGAARGAGTCCARGGAGAA
GOARGTACACAACACAR R AGGTAGCARACACARRC AR TGO ACGEGCAGGRAAATECGARA
CAGAGAGGATAAGRAGATC TAAAATGCATGGTCTGTGTGATGTTGETCTGTGTGATGTTG
GTCTGTGTGATGTTGETCTGTGTGATGTTCTGCAGRAGCTT (SEQ ID NO:32)

Figura 12A

Espacio de 24
GEATCCGROGGGAACAMAGAGALAGCACAAGTAARRGGCAACGRADGCGCATGAGGETCAGR
ACGCAARCAGGAAGAAGAATGCARCARAGIAGCGCCGAACGGATACGUGGECCAACALGA
AGAGGARTGAAAGGGAAACGARACAAAAAAGTGARGAGGLCARRAGAGCADAGTATGEAG
GAAGCCACGGCCGARAARACTACACCGGGAAGGACCAAACGCGATGGCAGACAGAGCGCAG
ACAGGGATAGAGCCACCCAGGAAGCACGCAGTCAGGGAGARARGGGCACAGACACTACGA
ARAAGGGCGACAAGAGGGC TGGEAGAGGGAACGEGCAGAARCATARRACCCAAGAGCCGA
COAGARAGTARAAGGCGATATCAACACAGACGTARRGCARGCAGRACARGRGCACATAAGT
ARAGRAGGAGAGGAGACRCCTACCAGRAGAGAAARRCCCGARCCGTRCGCARRGGCGEGLGA
GAAGGGATARARGAGCACGRAACCCRAGAGGATGARAGGACAAGAGRGRAACGARRGTCCEA
CACRGAAAGGCCAARGGAATAAARRGC AACAGCC ARARAARAGTARGANAGCARGACARA
CGRGARTGAAAMGCGAAGGCACARARGAAMTAGACAGAGGGARCAGCGGRRAGATCCCA
CGGGCGACAGCAMCCEGGAC TCCACGGGAACACGAGGAGAARCGTGRAARACCGAGCGGCAR
COCAGACTCAGC GGAACAGAAGAC AARAARATAC GGCCAGCGCCACGARAGRARATAGS
CCAACAAARAGGAAGLAGATGAARAACACAAAAACCCACCACATCACGCGGGCCGAGALC
AGCAACGTGGCAGCACGAGGAGGAGGAGCCCTAGAACGCARAGGOGAAARGACGC TGLGA
GGTACCGGGCCAAAGARAA TARAGGARCGCAARCAAAGGAGCATCAARGGGAAGAARCAA
ARGRAAATAAARAAAGGAGAAGAAAGGGAAGATAARAGGAAACGGARARAAAGAAACTCGCG
ACARMGACGGCAGCAANGG TAGAGGARAAGGARGAGGACACACTGAARGAGCACCAGGAG
ARAGACCTAGCAGARGCACGCTCGAG (SEQ ID NC:33)

Figura 12B
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