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DESCRIPCION
Sistemas y métodos para analizar nanoindicadores

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisoria US N.° 60/802.862 presentada el 22 de mayo de 2006,
que se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para la deteccion y la cuantificacion de moléculas diana
individuales en muestras biomoleculares. En particular, la invencién se refiere a moléculas indicadoras marcadas,
codificadas, denominadas en la presente “nanoindicadores” marcados, que son capaces de unirse a moléculas diana
individuales. A través de los cddigos de las etiquetas de los nanoindicadores, la unién de los nanoindicadores a
moléculas diana da por resultado la identificacion de moléculas diana. También se proporcionan métodos para la
preparacion y el uso de tales nanoindicadores. Los nanoindicadores pueden ser usados para diagndstico, prondstico,
control de calidad y aplicaciones de cribado.

2. Antecedentes de la invencion

Aunque todas las células en el cuerpo humano contienen el mismo material genético, los mismos genes no son activos
en todas estas células. Alteraciones en los modelos de expresion génicos pueden tener efectos profundos sobre las
funciones bioldgicas. Estas variaciones en la expresion de los genes se encuentran en el ndcleo de los procesos
fisiolégicos y patoldgicos alterados. Por lo tanto, la identificacion y cuantificacion de la expresion de los genes en
células normales en comparaciéon con las células enfermas puede ayudar al descubrimiento de nuevas dianas
farmacologicas y diagndsticas.

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

Esta técnica, denominada hibridacion molecular, ha sido una herramienta util para identificar y analizar secuencias de
acidos nucleicos especificas en mezclas complejas. Esta técnica ha sido usada en diagnéstico, por ejemplo, para
detectar secuencias de acidos nucleicos de varios microbios en muestras biolégicas. Adicionalmente, las técnicas de
hibridacion han sido usadas para mapear diferencias genéticas o polimorfismos entre individuos. Ademas, estas
técnicas han sido usadas para monitorear cambios en la expresion génica en diferentes poblaciones de células o en
células tratadas con diferentes agentes.

En el pasado, solo se podian detectar algunos pocos genes en una muestra compleja de una sola vez. En la década
anterior, diversas tecnologias hicieron posible monitorear el nivel de expresién de un gran nimero de transcriptos
dentro de una célula de una sola vez (ver, por ejemplo, Schena et al, 1995, Science 270: 467-470; Lockhart et al.,
1996, Nature Biotechnology 14: 1675-1680; Blanchard et al, 1996, Nature Biotechnology 14: 1649). En organismos
para los cuales se conoce la mayor parte o todo el genoma, es posible analizar los transcriptos de un gran nimero de
los genes dentro de la célula. La mayoria de estas tecnologias emplean micromatrices de ADN, dispositivos que
consisten en miles de secuencias de ADN inmovilizadas presentes en una superficie miniaturizada que han hecho a
este proceso mas eficiente. Usando una micromatriz, es posible en un solo experimento detectar la presencia o
ausencia de miles de genes en una muestra bioldgica. Esto permite a los investigadores realizar simultaneamente
varios tests de diagnodstico en una muestra, u observar cambios de nivel de expresidon en miles de genes en un
experimento. En general, las micromatrices son preparadas uniendo las secuencias de ADN a una superficie tal como
una membrana de nylon o una diapositiva de vidrio en ubicaciones definidas con precision en una rejilla. Luego los
acidos nucleicos en una muestra biolégica son marcados e hibridados a la matriz. La muestra de ADN marcada
etiqueta la posicidon exacta en la matriz en donde ocurre la hibridacion, permitiendo la deteccion automatica.

Lamentablemente, a pesar de la miniaturizacién de los formatos de matrices, este método aln requiere cantidades
significativas de la muestra biolégica. Sin embargo, en varios casos, tales como biopsias de tejidos enfermos o
muestras de un tipo de célula discreto, la muestra biolégica se encuentra en una cantidad limitada. Adicionalmente, la
cinética de hibridacion en la superficie de una micromatriz es menos eficiente que la hibridaciéon en pequefas
cantidades de solucion acuosa. Ademas, si bien existen métodos para estimar la cantidad de acido nucleico presente
en una muestra en base al resultado de la hibridacién de la micromatriz, la tecnologia de micromatrices hasta ahora no
permite la deteccion de moléculas diana a un nivel individual, ni hay alli métodos basados en micromatrices para
cuantificar directamente la cantidad de molécula diana en una muestra dada.

Por lo tanto, existe una necesidad de poder realizar una deteccion, identificacion y cuantificacion exacta y sensible de
moléculas diana en mezclas complejas.

El comentario o la cita de una referencia en la presente no deben ser interpretados como una admision de que tal
referencia es técnica anterior a la presente invencion.
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3. Sintesis de la invencién

Un primer aspecto de la invencion proporciona un método para detectar la presencia de una sonda en una muestra
colocada sobre un sustrato, en donde la sonda comprende una pluralidad de etiquetas ubicadas espacialmente, en
donde una primera etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una primera posicién en el sustrato que
emite luz en un primer intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda y una
segunda etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una segunda posicion en el sustrato que emite luz en
un segundo intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda. El método
comprende:

identificar una pluralidad de etiquetas, en una pluralidad de imagenes de luz, que estan proximas entre si en el
sustrato, en donde un orden espacial de la pluralidad de etiquetas determina una secuencia de cadenas de la
pluralidad de etiquetas, en donde cada imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz es para luz recibida de la
muestra a un intervalo de longitud de onda en una pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda; y

determinar si la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas comprende una secuencia indicadora valida,

en donde cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas es confirmada como una secuencia indicadora
valida, se considera que la pluralidad de etiquetas es la sonda; y

cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas no es confirmada como una secuencia indicadora
valida, se considera que la pluralidad de etiquetas no es la sonda.

En algunas realizaciones, la etapa determinante comprende comparar la secuencia de cadenas de la pluralidad de
etiqguetas con secuencias indicadoras validas en una tabla de referencia. En algunas realizaciones, el método
comprende ademas almacenar la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas que no es confirmada como una
secuencia indicadora valida. Por ejemplo, la secuencia de cadenas puede ser almacenada en una memoria
electrénica. En algunas realizaciones, el método comprende ademas alinear una primera imagen de luz con una
segunda imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz usando una pluralidad de etiquetas de referencia presentes
en el sustrato.

En algunas realizaciones, la etapa de identificar una pluralidad de etiquetas se repite una pluralidad de veces. Cada
vez que se repite la etapa de identificar una pluralidad de etiquetas, se identifica una pluralidad de etiquetas diferente,
en la pluralidad de imagenes de luz, que se encuentran préximas entre si en el sustrato. En algunas realizaciones, el
método comprende ademas determinar si cada una de las diferentes pluralidades de etiquetas comprende una
secuencia indicadora valida. Se considera que cada pluralidad de etiquetas diferente es una sonda cuando la
secuencia de cadenas de la diferente pluralidad de etiquetas es confirmada como una secuencia indicadora valida.
Ademas, se considera que cada diferente pluralidad de etiquetas no es una sonda cuando la secuencia de cadenas de
la diferente pluralidad de etiquetas no es confirmada como una secuencia indicadora valida. En algunos casos de
acuerdo con esta realizacion de la presente invencion, se identifica una pluralidad de sondas. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, se identifican dos o mas sondas, tres o mas sondas, diez o mas sondas, al menos 5, 10, 15, 20, 50, 75,
100, 150, 200, 300 6 400 sondas o mas.

En algunas realizaciones en donde se identifica una pluralidad de sondas, se registra cada tipo de sonda identificada.
Un "tipo" de sonda es identificado por la secuencia de cadenas de la sonda. Cada secuencia de cadenas valida Unica
representa un tipo de sonda diferente. En algunas realizaciones, cada secuencia de cadenas de cada diferente
pluralidad de etiquetas que no es confirmada como una secuencia indicadora valida es almacenada. De este modo, es
posible determinar condiciones comunes que surgen en el sustrato. Un tipo de condicion que puede ser identificado
rastreando pluralidades de etiquetas que no forman secuencias de cadenas validas es la condicién en donde hay
demasiadas sondas en el sustrato. Cuando hay demasiadas sondas en el sustrato, las etiquetas de las sondas vecinas
estan proximas entre si, haciendo que sea dificil determinar a qué sonda pertenece cada etiqueta. Otro tipo de
condicién que puede ser identificado es la condicion en la cual un nimero excesivo de sondas no tienen una longitud
completa. En algunas realizaciones, todas las especies de etiquetas, cadenas, las secuencias indicadoras no validas,
las secuencias indicadoras validas, los tipos de sonda, son rastreados en los métodos de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un producto de programa informatico, en donde el producto del
programa informatico comprende un medio de almacenamiento que se puede leer en el ordenador y un mecanismo de
programa informatico incorporado en éste, el mecanismo del programa informatico esta adaptado para llevar a cabo un
método para detectar la presencia de una sonda dentro de una muestra colocada sobre un sustrato de acuerdo con el
primer aspecto de la invencién, en donde el mecanismo del programa informatico comprende:

un modulo de almacenamiento de datos que comprende instrucciones para almacenar la pluralidad de imagenes de
luz; un médulo de identificacion de etiqueta que comprende instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas; y
un modulo de identificacién de sondas, que comprende instrucciones para determinar sila secuencia de cadenas de la
pluralidad de etiquetas comprende la secuencia indicadora valida.

En algunas realizaciones, una primera etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una primera posicion en
el sustrato que emite luz en un primer intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud
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de onda. Ademas, una segunda etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una segunda posicién en el
sustrato que emite luz en un segundo intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud
de onda. En algunas realizaciones, una parte del primer intervalo de longitud de onda se superpone con una parte del
segundo intervalo de longitud de onda. En algunas realizaciones, ninguna parte del primer intervalo de longitud de
onda se superpone con una parte del segundo intervalo de longitud de onda. En algunas realizaciones, cada etiqueta
en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una posicion en el sustrato que emite mas de una cantidad de luz
umbral en una imagen de luz cualquiera en la pluralidad de imagenes de luz.

En algunas realizaciones, el mecanismo del programa informatico comprende ademas una tabla de referencia que
comprende una pluralidad de secuencias indicadoras validas. En tales realizaciones, el médulo de identificacion de
sondas comprende ademas instrucciones para comparar la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas con las
secuencias indicadoras validas en la tabla de referencia. En algunas realizaciones, la tabla de referencia esta
dimensionada y configurada para alojar hasta 4* hasta 7*, o hasta 20% diferentes secuencias indicadoras validas.

En algunas realizaciones, el moédulo de identificacion de sondas comprende ademas instrucciones para almacenar la
secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas que no es confirmada como una secuencia indicadora valida. En
algunas realizaciones, el médulo de almacenamiento de datos comprende ademas instrucciones para alinear una
primera imagen de luz con una segunda imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz usando una pluralidad de
etiquetas de referencia presentes en el sustrato. En algunas realizaciones, la posicion de la sonda en el sustrato es
aleatoria. En algunas realizaciones, la sonda consiste en una sola molécula. En algunas realizaciones, la sonda
comprende un andamio molecular y cada etiqueta en la pluralidad de etiquetas representa una posicion diferente en el
andamio molecular. En algunas realizaciones, cada posicion en el andamio molecular que esta representada por una
etiqueta es separada de una posicion vecina en el andamio por un espaciador. En algunas realizaciones, la sonda
comprende un andamio de acido ribonucleico o de acido desoxinucleico de una sola hebra y cada etiqueta en la
pluralidad de etiquetas esta representada por una secuencia de acido ribonucleico o de acido desoxinucleico de una
sola hebra cargado con colorante que se hibrida con una posicién diferente en el andamio.

En algunas realizaciones, la sonda comprende un andamio molecular que tiene un primer extremo y un segundo
extremo. Una secuencia especifica de la diana esta unida en forma covalente al primer extremo. Una secuencia
ligadora esta unida en forma covalente al segundo extremo. En tales realizaciones, la sonda esta ordenada
linealmente sobre el sustrato a través de (i) la union de la secuencia especifica de la diana a una primera entidad
molecular que esta unida a una primera posicion del sustrato y (ii) la unién de la secuencia ligadora a una segunda
entidad molecular que esta unida a una segunda posicion en el sustrato. En algunas realizaciones, la primera entidad
molecular es un complejo diana (acido ribonucleico o acido desoxinucleico de hebra simple)-biotina y la segunda
entidad molecular es un complejo predeterminado (acido ribonucleico o acido desoxinucleico de hebra simple)-biotina.

En algunas realizaciones, el modulo de identificacion de la etiqueta comprende ademas instrucciones para identificar
una pluralidad de etiquetas candidata en la pluralidad de imagenes de luz. Esta pluralidad de etiquetas es un
subconjunto de la pluralidad de etiquetas candidata que han sido validadas por el moédulo de identificacion de la
etiqueta. En algunas realizaciones, cada etiqueta candidata en la pluralidad de etiquetas candidata esta asociada con
una posicién en el sustrato que emite mas de una cantidad umbral de luz en una imagen de luz cualquiera en la
pluralidad de imagenes de luz. En algunas realizaciones, la pluralidad de etiquetas comprende una primera etiqueta
candidata que esta asociada con una primera posicion en el sustrato que emite luz en un primer intervalo de longitud
de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda y una segunda etiqueta candidata que esta
asociada con una segunda posicion en el sustrato que emite luz en un segundo intervalo de longitud de onda en la
pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda. En algunas realizaciones, una parte del primer intervalo de
longitud de onda se superpone con una parte del segundo intervalo de longitud de onda. En algunas realizaciones, el
primer intervalo de longitud de onda no se superpone con el segundo intervalo de longitud de onda. En algunas
realizaciones, las instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas aplica un primer criterio de distancia entre un
centroide de una primera etiqueta candidata y un centroide de una segunda etiqueta candidata en la pluralidad de
etiquetas candidata. El primer criterio de distancia puede ser determinado por una distancia calculada entre una
primera etiqueta y una segunda etiqueta en la sonda. En algunas realizaciones, las instrucciones para identificar la
pluralidad de etiquetas aplica un segundo criterio de distancia entre un centroide de la segunda etiqueta candidata y un
centroide de una tercera etiqueta candidata en la pluralidad de etiquetas candidata. El segundo criterio de distancia
puede ser determinado por una distancia calculada entre una segunda etiqueta y una tercera etiqueta en la sonda. En
algunos casos, el primer criterio de distancia es el mismo que el segundo criterio de distancia. En otros casos, el primer
criterio de distancia es diferente del segundo criterio de distancia. En algunas realizaciones, un valor del primer criterio
de distancia y un valor del segundo criterio de distancia contribuyen a determinar si la pluralidad de etiquetas es la
sonda.

En algunas realizaciones, el mecanismo del programa informatico comprende ademas una tabla de referencia que
comprende una pluralidad de secuencias indicadoras validas. En algunas realizaciones, cada secuencia indicadora
valida en la pluralidad de secuencias indicadoras validas comprende una primera distancia entre un primer par de
etiquetas y una segunda distancia entre un segundo par de etiquetas. Ademas, el médulo de identificacion de la sonda
comprende instrucciones para comparar la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas, el primer criterio de
distancia, y el segundo criterio de distancia, a secuencias indicadoras validas en la tabla de referencia.
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En algunas realizaciones, las instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas aplica un criterio de angulo a
tripletes de etiquetas candidatas en la pluralidad de etiquetas candidatas. En algunas realizaciones, las instrucciones
para identificar a la pluralidad de etiquetas comprende instrucciones para aplicar un modelo (por ejemplo, regresion
lineal) para seleccionar etiquetas candidatas en la pluralidad de etiquetas candidatas. En algunas realizaciones, el
modulo de identificacion de la etiqueta comprende ademas instrucciones para verificar que una etiqueta candidata en
la pluralidad de etiquetas candidatas satisface un criterio en forma de mancha. Un ejemplo de un criterio en forma de
mancha es una concordancia entre una forma de mancha observada de la etiqueta candidata y la dispersion del punto
tedrico de la fuente puntual de luz limitada por difracciéon determinada por una ampliaciéon de la etiqueta candidata. En
algunas realizaciones, las instrucciones para verificar que una etiqueta candidata en la pluralidad de etiquetas
candidatas satisface el criterio de forma de mancha comprende instrucciones para realizar el modelado de la funcién
de dispersion del punto en la etiqueta candidata. En algunas realizaciones, las instrucciones para verificar que una
etiqueta candidata en la pluralidad de etiquetas candidatas satisface el criterio de la forma de mancha comprende
instrucciones para aplicar un algoritmo de segmentaciéon de la mancha a la etiqueta candidata. En algunas
realizaciones, el algoritmo de segmentacion de la mancha comprende una transformacion "watershed".

En algunas realizaciones, las instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas aplica un criterio de distancia
absoluto entre un centroide de una primera etiqueta candidata terminal y un centroide de una segunda etiqueta
candidata terminal en la pluralidad de etiquetas candidatas. En algunas realizaciones, las instrucciones para identificar
la pluralidad de etiquetas comprende instrucciones para identificar una zona tamponante alrededor de una parte del
sustrato que tiene etiquetas candidatas seleccionadas en la pluralidad de etiquetas candidatas, en donde no hay
etiquetas candidatas en la zona tamponente. En algunas realizaciones, la pluralidad de etiquetas esta ordenada
linealmente en el sustrato (por ejemplo, en la misma orientacioén lineal). En algunas realizaciones, una orientacion
lineal de cada etiqueta en la pluralidad de etiquetas es predeterminada (por ejemplo, por una aplicacion de una
corriente eléctrica a través del sustrato o por una aplicacién de un fluido a través del sustrato, etc.). En algunas
realizaciones, cada etiqueta respectiva en la pluralidad de etiquetas ocupa entre 4 y 20 pixeles, entre 1y 30 pixeles, o
entre 4 y 100 pixeles en una representacion pixelada de la etiqueta respectiva en unaimagen de luz en la pluralidad de
imagenes de luz.

En algunas realizaciones, el modulo de identificacion de la etiqueta comprende ademas instrucciones para identificar
una primera etiqueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz e instrucciones para identificar una segunda
etiqgueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz que se encuentra dentro de una distancia predeterminada
alejada de la primera etiqueta candidata. En tales realizaciones, la pluralidad de etiquetas comprende la primera
etiqueta candidata y la segunda etiqueta candidata.

En algunas realizaciones, la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda comprende entre dos diferentes
intervalos de longitud de onda y seis diferentes intervalos de longitud de onda, o entre dos diferentes intervalos de
longitud de onda y veinte diferentes intervalos de longitud de onda. En algunas realizaciones, la pluralidad de etiquetas
comprende cuatro o cinco etiquetas. En algunas realizaciones, la pluralidad de etiquetas comprende entre dos
etiquetas y veinte etiquetas.

En algunas realizaciones, un primer subconjunto de las etiquetas en la secuencia de cadenas controla un error de
identidad de las etiquetas en un segundo subconjunto de las etiquetas en la secuencia de cadenas. En algunas
realizaciones, un primer subconjunto de etiquetas en la secuencia de cadenas es una suma de control para un
segundo subconjunto de etiquetas en la secuencia de cadenas.

En algunas realizaciones, el modulo de identificacion de la etiqueta comprende instrucciones para repetir las
instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas una pluralidad de veces. Cada vez que se repiten las
instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas, se identifica una diferente pluralidad de etiquetas, en la
pluralidad de imagenes de luz, que se encuentran préximas entre si en el sustrato. El médulo de identificacion de
sonda determina si cada una de las diferentes pluralidades de etiquetas identificadas por el médulo de identificacion de
etiquetas comprende una secuencia indicadora valida. Para cada diferente pluralidad de etiquetas identificada, el
modulo de identificacion de sonda considera que la diferente pluralidad de etiquetas es una sonda cuando la secuencia
de cadenas de la diferente pluralidad de etiquetas es confirmada como una secuencia indicadora valida y considera
que la diferente pluralidad de etiquetas no es una sonda cuando la secuencia de cadenas de la diferente pluralidad de
etiqguetas no esta confirmada como una secuencia indicadora valida. En algunas realizaciones, se identifica una
pluralidad de sondas. En algunas realizaciones, la pluralidad de sondas consiste en tres o mas sondas. En algunas
realizaciones, la pluralidad de sondas consiste en diez 0 mas sondas. En algunas realizaciones, la pluralidad de
sondas consiste en menos de 50 sondas.

En algunas realizaciones, el médulo de identificacion de sonda almacena cada tipo de sonda identificada. En algunas
realizaciones, el modelo de identificacion de sonda almacena cada secuencia de cadenas de cada diferente pluralidad
de etiquetas que no esta confirmada como una secuencia indicadora valida. En algunas realizaciones, el modelo de
identificacion de sonda almacena cada secuencia de cadenas de cada diferente pluralidad de etiquetas que es
confirmada como una secuencia indicadora valida.

Otro aspecto de la invencion proporciona un sistema informatico para detectar la presencia de una sonda dentro de
una muestra colocada sobre un sustrato, en donde la sonda comprende una pluralidad de etiquetas ordenadas
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espacialmente, en donde una primera etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una primera posicién en
el sustrato que emite luz en un primer intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud
de onda y una segunda etiqueta en la pluralidad de etiquetas esta asociada con una segunda posicion en el sustrato
que emite luz en un segundo intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda.
El sistema informatico comprende:

una unidad de procesamiento central; y

una memoria, acoplada a la unidad de procesamiento central, la memoria almacena un médulo de almacenamiento de
datos, un modulo de identificacion de etiquetas y un modulo de identificacion de etiquetas por lo que el sistema
informatico esta adaptado para realizar un método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion;

el médulo de almacenamiento de datos comprende instrucciones para almacenar la pluralidad de imagenes de luz;
el médulo de identificacion de etiquetas comprende instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas; y

un médulo de identificacion de sondas comprende instrucciones para determinar si la secuencia de cadenas de la
pluralidad de etiquetas comprende la secuencia indicadora valida.

Otro aspecto de la invencion proporciona un sistema que comprende este sistema informatico y un mecanismo de
medicion de luz que mide la pluralidad de imagenes de luz. En algunas realizaciones, el sistema comprende ademas
un mecanismo de iluminacion que ilumina el sustrato. En algunas realizaciones, el mecanismo de iluminacion
comprende una fuente de luz de excitacion y una pluralidad de filtros de excitacién. Cada filtro de excitacion en la
pluralidad de filtros de excitacion es usado en una imagen de luz correspondiente en la pluralidad de imagenes de luz
para confinar la fuente de luz a un intervalo espectral diferente correspondiente cuando se mide la imagen de luz
correspondiente. En algunas realizaciones, el mecanismo de medicién de luz comprende una pluralidad de filtros de
longitud de onda de medicién, en donde cada filtro de longitud de onda de medicidn en la pluralidad de filtros de
longitud de onda de medicién se usa en una imagen de luz correspondiente en la pluralidad de imagenes de luz para
rechazar luz que no esta dentro de un intervalo espectral correspondiente. En algunas realizaciones, el mecanismo de
medicién de luz comprende un fotodetector que forma una sefial de deteccién en respuesta a luz emitida de la
muestra.

En algunas realizaciones, el mecanismo de medicion de luz comprende un circuito detector dirigido por la sefial de
deteccion que mide luz emitida de la muestra colocada sobre el sustrato. En tales realizaciones, el mecanismo de
medicién de luz comprende ademas una memoria electrénica para almacenar una pluralidad de posiciones de
etiqueta, en donde cada posicion de etiqueta en la pluralidad de posiciones de etiqueta representa una etiqueta y cada
posicion de etiqueta en la pluralidad de posiciones de etiqueta origina mas de una cantidad umbral de luz. En algunas
realizaciones, el mecanismo de identificaciéon de etiquetas identifica la pluralidad de etiquetas que estan préximas
entre si de entre la pluralidad de posiciones de etiqueta almacenadas en la memoria electronica. En algunas
realizaciones, el mecanismo de identificacion de etiquetas comprende instrucciones para identificar una pluralidad de
etiquetas candidatas en la pluralidad de imagenes de luz y la pluralidad de etiquetas es un subconjunto de la pluralidad
de etiquetas candidatas.

4. Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A-1F. La Figura 1A ilustra un nanoindicador dual con un cédigo de nanoindicador de 16 posiciones, usando
dos componentes de nanoindicador de 8 posiciones. La Figura 1B ilustra un nanoindicador dual con un coédigo de
nanoindicador de 9 posiciones, usando un componente de nanoindicador de 8 posiciones y un componente de
nanoindicador de una sola posicion. La Figura 1C ilustra un nanoindicador dual con un cédigo de nanoindicador de 8
posiciones, usando una sonda fantasma y un componente de nanoindicador de 8 posiciones. La Figura 1D ilustra un
nanoindicador tUnico con un cédigo de nanoindicador de 8 posiciones. En las Figuras 1A-1D, la forma de estrella
(ilustrada con una flecha) es ilustrativa de una etiqueta de afinidad, que se puede usar para purificar el nanoindicador
o inmovilizar al nanoindicador (o al complejo de nanoindicador-molécula diana) con el propdsito de toma de imagenes.
La regién numerada en las Figuras 1A-1D se refiere a regiones de union de etiquetas separadas. Todas, excepto la
posicion 12 de la Figura 1A estan marcadas con uno a cuatro tipos de monémeros de etiquetas, ilustrados como
diagramas grises, blancos, tramados o tipo "sol" con rayas. La posicién 12 de la Figura 1A es un "punto oscuro" no
marcado. Las Figuras 1E y 1F representan variaciones en los nanoindicadores de las Figuras 1B y 1D,
respectivamente, en donde la molécula diana a la cual estan unidos los nanoindicadores comprende partes de biotina
(mostradas como pequefios asteriscos), por ejemplo nucleodtidos modificados con biotina incorporados aleatoriamente
en un acido nucleico diana. Los nanoindicadores propiamente dichos comprenden ademas opcionalmente una
etiqueta de afinidad (no mostrada).

Figuras 2A-2C. La Figura 2A muestra una ilustracion de una unidad de etiqueta de un nanoindicador, que contiene un
andamio con unidades de parche y aletas divididas correspondientes dispuestas a lo largo de su longitud. La Figura 2B
ilustra los componentes de un solo par de conexiones y su aleta correspondiente, que contiene: 1: una parte de un
andamio de nanoindicador (por ejemplo, M13 ADN de una sola hebra); 2: Un par de conexiones; 3: un par de aletas
divididas; y 4: oligonucleotidos marcados, cada uno con un monémero de etiqueta incorporado, hibridado a la aleta
dividida. La Figura 2C muestra un nanoindicador con 4 “manchas”, cada mancha disefiada para contener 9 pares de
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conexiones de 60-65 nucledtidos, cada uno unido a un par de aletas divididas de 95-100 nucleétidos. Cada par de
aletas divididas tenia un sitio de union para 12 oligonucleétidos, cada uno unido a un monémero de una sola etiqueta.
Cada mancha tenia por lo tanto sitios de unién para 108 monémeros de etiqueta.

Figura 3. Un nanoindicador en el cual las conexiones que son segmentos de ARN pueden ser usadas con (Figura 3A)
y sin registros (Figura 3B). Ambas Figuras 3A y 3B ilustran un (1) andamio de nanoindicador (linea negra pesada) al
cual estan unidos (2) ocho segmentos de ARN (lineas 1-8), (3) una secuencia especifica de la diana (linea de puntos
“T”) y (4) un oligonucledtido (linea a cuadros “0”) que es parcialmente complementaria al andamio nanoindicador y
parcialmente complementaria a la secuencia especifica de la diana. Este oligonucleétido es denominado un
oligonucledtido “ligador”. En la Figura 3A, solo esta marcado un registro, es decir, cada segmento de ARN alternado.
Las segundas posiciones del registro sirven como “espaciadores”, haciendo posible generar un coédigo de
nanoindicador en donde posiciones consecutivas en el cddigo son del mismo “color”, o espectralmente indistinguibles.
En la Figura 3B, ambos registros, es decir, sesgmentos de ARN adyacentes sin espaciadores intervinientes, estan
marcados, sin un vecino mas cercano del mismo “color”.

Figura 4. Es una imagen de un nanoindicador dual hibridado a una molécula diana. Aqui, ambos registros estan
marcados. Los nanoindicadores estan marcados con tres diferentes colores, Alexa 488, Cy3 y Alexa 647 (marcados
1,2 y 3, respectivamente). Los paréntesis izquierdos muestran una sonda del nanoindicador dual y los paréntesis
derechos muestran la otra sonda del nanoindicador dual. Los colores 1, 2 'y 3 fueron adquiridos cada uno en diferentes
canales y el primero y el segundo registros, que se ven como una fila de manchas, fueron desviados hacia arriba por
varios pixeles para poder mostrar cada registro individualmente.

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

Figuras 6A-6E. La Figura 6A es una ilustracion esquematica del experimento mostrado en las Figuras 6B y 6C. En este
caso, la estrella representa la biotina que se us6 para unir el complejo por un extremo a la superficie antes del
estiramiento. Las Figuras 6B y 6C muestran imagenes de experimentos en donde la sonda fantasma S2-A, el
nanoindicador marcado S2-B y el ADN diana S2 (Figura6B) o el ARN diana S2 (Figura 6C) fueron hibridados. La Figura
6E muestra un primer plano de un complejo de nanoindicador de la Figura 6B, conteniendo cada uno una sonda
fantasma S2-A, un nanoindicador marcado S2-B y un ADN diana S2. La Figura 6D muestra una imagen de un
experimento control negativo, en donde la sonda fantasma S2-A, el nanoindicador marcado S2-B y ningin ARN diana
S2 fueron hibridados.

Figuras 7A-G. Las Figuras 7A, 7B, 7C y 7D ilustran diferentes permutaciones de conexiones en un andamio de
nanoindicador, las Figuras 7E y 7F ilustran diferentes permutaciones de aletas divididas en un andamio de
nanoindicador, opcionalmente hibridadas a uno o mas oligonucleétidos, como en la Figura 7G. En la Figura 7A-G, a se
refiere a una molécula 5’ 0 3’ o el extremo de una molécula, y p se refiere a una molécula 3’ o 5’ correspondiente o un
extremo de una molécula.

Figura 8. La Figura 8 ilustra un esquema en el cual un fago MI3 de hebra simple es linealizado para usar como un
andamio de nanoindicador. El fago circular MI3 es reasociado a un exceso de cinco veces el oligonucleétido cortador
BamHI (lineas tramadas) (1), y el MI3 parcialmente de doble hebra resultante es digerido con la endonucleasa de
restriccion BamHI (2), dando por resultado un M13 linealizado en el cual el oligonucleétido cortador BamHI aun esta
unido (3). Este complejo de Mi3-oligonucledtido es calentado en presencia de un exceso de oligonucleétido
complementario al oligonucleétido cortador BamHI (un “oligonucledtido anti-BamHI”) (lineas grises) (4). El
oligonucledtido cortador BamHI se reasocia con el exceso de oligonucleétido anti-BamHI y la molécula MI3 es
purificada a partir del oligonucledétido, por ejemplo, usando columnas de exclusion de tamario, para dar el andamio
M13.

Figura 9. La Figura 9 ilustra un sistema informatico de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Figuras 10A-10C. La Figura 10A muestra un nanoindicador marcado que contiene una sola etiqueta de afinidad, Al.
Otra etiqueta de afinidad, A2, puede ser unida al nanoindicador por unién directa del nanoindicador a una molécula que
contiene A2 (por ejemplo, si el nanoindicador es o comprende un acido nucleico, puede hibridarse directamente con
otro acido nucleico al cual A2 esta unido), como se ilustra en la Figura 10B. Alternativamente, la segunda etiqueta de
afinidad, A2, puede ser unida al nanoindicador marcado a través de una molécula puente, tal como el acido nucleico
puente (“X”) ilustrado en la Figura 10C.

Las Figuras 11A-11B ilustran un nanoindicador marcado (a base de acido nucleico) con una etiqueta de afinidad, Al, en
un extremo. En la Figura 11, el nanoindicador marcado es inmovilizado a través de la uniéon de Al a un compafiero de
afinidad inmovilizado. El otro extremo del nanoindicador se encuentra en solucion (Figura 11A), pero puede ser
inmovilizado por hibridaciéon a un oligonucleétido complementario que contiene otra etiqueta de afinidad (A2) usada
para inmovilizar al nanoindicador (Figura 11B). A1 y A2 pueden ser iguales, por ejemplo biotina, para la inmovilizacién
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sobre una superficie recubierta con avidina o estreptavidina. Después de la inmovilizacion de A1, el nanoindicador
puede ser estirado, o “elongado” como se ilustra en la Figura 11, por ejemplo por electroestiramiento, para la
separacion de las regiones de union de la etiqueta de una manera que permite la deteccion del codigo del
nanoindicador. Opcionalmente, mientras el nanoindicador se encuentra en un estado elongado, A2 es introducido y
une el extremo del nanoindicador que es complementario a A2 hacia abajo a la superficie.

Figuras 12A-12B. La Figura 12A proporciona una ilustracion de un nanoindicador que comprende una primera parte
inmovilizada Fl; y la Figura 12B proporciona una ilustracion de un nanoindicador extendido en un campo eléctrico y
comprendiendo una primera parte inmovilizada F1 y una segunda parte inmovilizada F2, en donde F2 es inmovilizada
a través de un complejo con la molécula F3.

Figuras 13A-13C. La Figura 13 A proporciona una ilustracion de un complejo de tres miembros para la inmovilizacion
de un nanoindicador extendido; la Figura 13B proporciona una ilustracion de un complejo de dos miembros para la
inmovilizacién de un nanoindicador extendido; y la Figura 13C proporciona una ilustracion de un complejo incompleto
para la inmovilizacién de un nanoindicador extendido.

Figuras 14A-14D. La Figura 14A proporciona una ilustracion de un nanoindicador que comprende una primera parte
inmovilizada FI; la Figura 14B proporciona una ilustracién de un nanoindicador inmovilizado en la primera parte Fl y en
la segunda parte a través de complejos con F2; la Figura 14C proporciona una ilustracién de un nanoindicador que
comprende una primera parte inmovilizada a una superficie a través de biotina; y la Figura 14D proporciona una
ilustracion de un nanoindicador extendido inmovilizado en una primera parte y en una segunda parte a través de la
union selectiva de biotina a una superficie de avidina.

Figuras 15A-15C. La Figura 15A ilustra la inmovilizaciéon de un extremo de una molécula de ADN en un dispositivo
microfluidico; la Figura 15B ilustra la extension del ADN en un campo eléctrico; y la Figura 15C ilustra la inmovilizacion
selectiva de un segundo extremo de la molécula de ADN extendida.

La Figura 16 proporciona una imagen de nanoindicadores extendidos inmovilizados selectivamente por los métodos
de la presente invencion.

5. Descripcion detallada de la invenciéon

La presente descripcion se refiere a nanoindicadores, y a su produccion y uso. Un nanoindicador completamente
ensamblado comprende dos porciones principales, una secuencia especifica de la diana que tiene la capacidad de
ligarse a una molécula diana, y una region etiquetada que emite un “codigo” de sefiales (el “codigo del nanoindicador”)
asociado con la secuencia especifica de la diana. Al tener lugar la ligacion del nanoindicador a la molécula diana, el
cédigo del nanoindicador identifica la molécula diana a la que esta ligado el nanoindicador.

Los nanoindicadores son estructuras modulares. En términos generales, un nanoindicador es una entidad molecular
que contiene tres elementos basicos: un andamio que contiene dos o mas regiones de fijacion de etiquetas, uno o mas
parches fijados al andamio, y una secuencia especifica de la diana, también fijada al andamio. Los elementos de un
nanoindicador pueden hallarse en una Unica entidad molecular (un nanoindicador “singular”), o en dos entidades
moleculares (un nanoindicador “dual”). Cada entidad molecular puede estar compuesta de una molécula o por mas de
una molécula fijadas entre si mediante medios covalentes o no covalentes. En términos generales, cada componente
de un nanoindicador dual tiene una secuencia especifica de la diana que se liga a un sitio diferente en la misma
molécula diana. Esto permite utilizar componentes de nanoindicador mas pequefos con cinéticas mas eficientes para
la ligacién del nanoindicador a la molécula diana y mejores relaciones sefial/ruido resultantes de la mayor especificidad
de ligacion.

Los parches fijados a un andamio de andamio de nanoindicador sirven para fijar mondémeros etiqueta a un andamio de
nanoindicador. Los parches pueden estar directamente etiquetados, por ejemplo, mediante la incorporacion covalente
de uno o mas mondémeros etiqueta en parches de acido nucleico. Como alternativa, los parches puedes estar fijados a
aletas, que pueden estar etiquetados directamente, por ejemplo mediante la incorporaciéon covalente de uno o mas
monomeros etiqueta en una aleta de acido nucleico, o indirectamente, por ejemplo mediante hibridaciéon de una aleta
de acido nucleico a un oligonucledtido que esta fijado de manera covalente a uno o mas mondémeros de etiqueta. Silos
monomeros de etiqueta fijados a una region de fijacion de etiqueta no estan directamente incorporados en un parche o
aleta, el parche o aleta sirve como un “puente” entre el mondmero de etiqueta y la region de fijacion de etiqueta, y
puede llevar la denominacion de “molécula puente”, por ejemplo, un acido nucleico puente.

Adicionalmente, los nanoindicadores pueden tener rétulos de afinidad para su purificacion y/o para su inmovilizacion
(por ejemplo, a una superficie solida). Los nanoindicadores, o los complejos de nanoindicador-molécula diana, se
purifican preferentemente en dos o mas etapas de seleccion de afinidad. Por ejemplo, en un nanoindicador dual, una
sonda puede comprender un primer rétulo de afinidad y la otra sonda puede comprender un segundo rétulo de afinidad
(diferente). Las sondas se mezclan con moléculas diana, y los complejos que comprenden las dos sondas del
nanoindicador dual se separan de los materiales no ligados (por ejemplo, la diana o las sondas individuales del
nanoindicador) mediante purificacion por afinidad contra uno o ambos de los rétulos de afinidad individuales. En la
primera etapa, la mezcla puede ligarse a un reactivo de afinidad para el primer rétulo de afinidad, de manera que
solamente las sondas que comprendan el primer rotulo de afinidad y los complejos deseados sean purificados. Los
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materiales ligados se liberan del primer reactivo de afinidad y opcionalmente se ligan a un reactivo de afinidad para el
segundo rétulo de afinidad, lo que permite la separacion de los complejos desde las sondas que comprenden el primer
rétulo de afinidad. A esta altura de los acontecimientos, solamente los complejos completos estarian ligados. Los
complejos son finalmente liberados desde el reactivo de afinidad para el segundo rétulo de afinidad, después lo cual es
preferente que sean estirados y procesados para obtener imagenes. El reactivo de afinidad puede ser cualquier
superficie sélida recubierta de un compafiero de ligacion para el rétulo de afinidad, tal como una columna, una perla
(por ejemplo, perla de latex o perla magnética) o estar recubierto en modalidad slide con el compafiero de ligacién. La
inmovilizacion y el estiramiento de nanoindicadores mediante reactivos de afinidad se describen detalladamente en la
Solicitud de Patente Provisoria U.S. N.° 60/753.816 de Sean M. Ferree and Dwayne L. Dunaway, titulada
“Composiciones Que comprende Oriented, Immobilized Macromolecules and Metods for Their Preparation
(Composiciones que comprenden macromoléculas orientadas inmovilizadas y métodos para su preparacion)’,
expediente N.° 11616-014-888 presentada el 23 de diciembre de 2005.

El nanoindicador y los complejos de nanoindicador-diana que son o comprenden acidos nucleicos pueden ser
purificados por afinidad o inmovilizados mediante un acido nucleico, tal como un oligonucleétido, que sea
complementario con respecto a por lo menos una parte del nanoindicador o la diana. En una aplicacién especifica en la
que la diana incluye un tramo poli A o poli dA, el complejo de nanoindicador-diana puede ser purificado o inmovilizado
mediante un reactivo de afinidad recubierto con un oligonucledétido poli dT.

[0051]La secuencia de sefiales emitida por los mondmeros de etiqueta asociados con las diversas regiones de fijacion
de etiqueta del andamio de un nanoindicador dado permite la identificacion, tnica en su género, del nanoindicador. Un
nanoindicador que tenga una identidad Unica o una signatura espectral Unica esta asociado con una secuencia
especifica de la diana que reconoce una molécula diana especifica o una de sus porciones. Cuando se expone un
nanoindicador a una mezcla que contiene la molécula diana bajo condiciones que permiten la ligacion de la secuencia
especifica de la diana(s) del nanoindicador a la molécula diana, la secuencia especifica de la diana(s) se liga(n)
preferentemente a la molécula diana. La deteccion del codigo espectral asociado al nanoindicador permite detectar la
presencia de la molécula diana en la mezcla (analisis cualitativo). El conteo de la totalidad de los monémeros de
etiqueta asociados al cddigo espectral o signatura dados permite el recuento de todas las moléculas presentes en la
mezcla asociadas con la secuencia especifica de la diana acoplada al nanoindicador (analisis cuantitativo). Los
nanoindicadores son por lo tanto Utiles para el diagnéstico o prondstico de diferentes estados bioldgicos (por ejemplo,
enfermedad vs salud) mediante el analisis cuantitativo de marcadores biolégicos conocidos. Ademas, la exquisita
sensibilidad de la deteccion de una molécula individual y de su cuantificacion provistas por los nanoindicadores
descritos en la presente permite identificar nuevos marcadores de diagndstico y prondstico, inclusive aquellos cuyas
fluctuaciones entre los diferentes estados bioldgicos es demasiado liviano para detectar una correlacion con un estado
bioldgico particular mediante los métodos moleculares convencionales. La sensibilidad de la deteccion de molecular
basada en nanoindicadores permite un detallado analisis farmacocinético de los agentes terapéuticos y de diagnostico
en pequefias muestras bioldgicas.

Muchos nanoindicadores, que llevan la denominacion de “nanoindicadores singulares”, estan compuestos de una
entidad molecular, como se ilustra en la Figura D. Sin embargo, para incrementar la especificidad de nanoindicadores
y/o para la cinética de ligacion a una molécula diana, un nanoindicador preferido es un nanoindicador dual compuesto
de dos entidades moleculares, cada una de las cuales contiene una secuencia especifica de la diana que se liga a una
region de la misma molécula diana.

En las Figuras 1 A-1 C se ilustran varias realizaciones de nanoindicadores duales. En un nanoindicador dual, por lo
menos una de las dos entidades moleculares esta etiquetada. La otra entidad molecular no estd necesariamente
etiquetada. En la presente, tales componentes no etiquetados de los nanoindicadores duales llevan la designacion de
“sondas fantasma” (ver la Figura 1C) y frecuentemente tienen rétulos de afinidad fijados, que son Utiles para
inmovilizar y/o estirar el complejo que contiene el nanoindicador dual y la molécula diana para permitir la visualizacion
del complejo y/o la formacion de imagenes del mismo.

[0053]Debido a sus estructuras modulares, los nanoindicadores pueden ensamblarse y etiquetarse de diferentes
maneras. Por ejemplo, es posible fijar un andamio de nanoindicador a una secuencia especifica de la diana (por
ejemplo, por hibridacién y, opcionalmente, ligacion), y la estructura que el andamio y la secuencia especifica de la
diana fijados a uno o mas parches vy, si se desea, aletas. Como alternativa, el andamio del nanoindicador puede
primero fijarse a uno o mas parches (y, opcionalmente, aletas), y la estructura de andamio/parche puede
seguidamente fijarse a una secuencia especifica de la diana. Por lo tanto, y a menos que se indique otra cosa, una
exposicion o listado de etapas en el ensamble de un nanoindicador no implica que deba seguirse una via especifica
para el ensamble.

El ensamblado y utilizaciéon de nanoindicadores se ejemplifica en la presente a modo de descripcion de una variedad
de nanoindicadores basados en acido nucleico; sin embargo, una persona experta en la especialidad reconocera que
los métodos descritos en la presente pueden aplicarse a un nanoindicador basado en aminoacido (o basado en acido
nucleico hibrido/ aminoacido). Ejemplos de nanoindicadores parcial y completamente ensamblados se enumeran mas
abajo .

En su forma mas sencilla, un nanoindicador comprende un andamio que tiene por lo menos dos regiones de fijacion de
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etiquetas capaces de ser etiquetados y resueltos. El andamio puede ser cualquier entidad molecular que permita la
formacion de regiones de fijacion de etiqueta en el andamio que pueden ser etiquetadas y resueltas por separado. El
numero de regiones de fijacion de etiqueta que deben formarse en un andamio se basa en la longitud y naturaleza del
andamio, los medios para etiquetar el nanoindicador, como también el tipo de monémeros de etiqueta que emitan una
sefial para ser fijados a las regiones de fijacion de etiquetas del andamio. Tal como se describe en la presente, un
nanoindicador puede tener un andamio que incluye dos o mas regiones de fijacion de etiqueta. Las estructuras de
andamio adecuados incluyen andamios basados en ADN.

La descripcion también provee nanoindicadores etiquetados en los que una o mas regiones de fijacion de etiqueta
estan fijadas a correspondientes mondmeros de etiqueta, en donde cada mondmero de etiqueta emite una sefial. Por
ejemplo, se obtiene un nanoindicador etiquetado cuando por lo menos dos mondmeros de etiqueta estan fijados a dos
correspondientes regiones de fijacion de etiqueta del andamio de manera tal que dichas regiones etiquetadas de
fijacion de etiqueta, o “manchas”, sean diferenciables.

Los mondmeros de etiqueta que emiten una sefal asociada con diferentes regiones de fijacion de etiqueta del andamio
pueden emitir sefiales que son espectralmente indistinguibles bajo las condiciones de deteccion (sefiales “similares”),
o pueden emitir sefiales que son espectralmente distinguibles en las condiciones de deteccion.

En la presente se describe también un nanoindicador en el que dos 0 mas mondmeros de etiqueta estan fijados a una
region de fijacion de etiqueta. La sefial emitida por los mondmeros de etiqueta asociados con la region de fijacion de
etiqueta produce una sefial agregada que se detecta. La sefial agregada producida puede estar compuestos de
sefales similares o compuestos por al menos dos sefiales espectralmente distinguibles.

En una variante, se describe un nanoindicador en el que por lo menos dos monémeros de etiqueta que emiten sefales
similares estan fijados a correspondientes regiones de fijacion de etiqueta del andamio y los dos mondmeros de
etiqueta son espacialmente distinguibles. En otra variante se describe un nanoindicador en el que por lo menos dos
monomeros de etiqueta que emiten dos sefales distinguibles estan fijados a dos regiones vecinas de fijacion de
etiqueta, por ejemplo dos regiones de fijacion de etiqueta adyacentes de manera tal que por lo menos dos monémeros
de etiqueta son espectralmente distinguibles.

También se describe un nanoindicador en el que dos manchas que emiten sefiales similares estan separadas por una
region de separador. Una region de separador de este tipo permite una resolucion, o una mejor resolucion, de las
sefiales similares emitidas por mondmeros de etiqueta fijados en las dos manchas. En una variante, las regiones de
separadores tienen una longitud determinada por la resolucion de un instrumento utilizado para detectar el
nanoindicador.

También se describe un nanoindicador con una o mas “manchas dobles”. Cada mancha doble contiene dos o mas (por
ejemplo, tres, cuatro o cinco) manchas adyacentes que emiten sefiales similares sin ser separadas por una regién de
separador. Las manchas dobles pueden identificarse por sus magnitudes. Un mondmero de etiqueta que emite una
sefial de acuerdo con la invencién puede estar fijado de manera covalente o no covalente (por gjemplo, por medio de
hibridacién) a un parche que esta fijado a la region de fijacion de etiqueta. Los mondmeros de etiqueta también pueden
estar fijados de manera covalente o no covalente (por ejemplo, mediante hibridacién) a una aleta fijada a un parche
que a su vez esta fijado al andamio. La aleta puede estar formada por una molécula o por dos o mas moléculas
(“piezas de aleta”) que forman una aleta dividida.

También se describe un nanoindicador asociado con un cédigo espectral determinado por la secuencia de sefales
emitida por los mondmeros de etiqueta fijados (por ejemplo, indirectamente por intermedia de un parche) a regiones de
fijacion de etiqueta en el andamio del nanoindicador, con lo que la deteccion del cédigo espectral permite la
identificacion del nanoindicador.

En una variante, se describe un nanoindicador que ademas comprende un rétulo de afinidad fijado al andamio del
nanoindicador, de manera tal que la fijacion del rétulo de afinidad a un soporte permite el estiramiento del andamio y la
resolucion de sefales emitidas por mondmeros de etiqueta correspondientes a diferentes regiones de fijacion de
etiqueta en el andamio. El estiramiento de los nanoindicadores puede implicar cualquier medio deestiramiento
conocido en la técnica e incluye sin limitacién, medios fisicos, hidrodinamicos o eléctricos.

Y en otra variante mas, se describe un nanoindicador que ademas comprende aletas fijadas a regiones de fijacion de
etiqueta del andamio, en donde una aleta fijada a una region de fijacion de etiqueta del andamio fija el monémero de
etiqueta correspondiente a la region de fijacion de etiquetas, con lo que de manera indirecta se fijan monémeros de
etiqueta a correspondientes regiones de fijacion de etiqueta en el andamio. En otra variante mas, cada monémero de
etiqgueta comprende una porcioén que emite sefiales y una porcién oligonucledtidica de una secuencia predeterminada,
y las aletas comprenden repeticiones de secuencia de aleta complementarias con respecto a la porcion
oligonucledtidica de una etiqueta correspondiente, con lo que uno o mas mondémeros de etiqueta se fijan a una
correspondiente region de fijacion de etiqueta por medio de la hibridacion de las porciones oligonucleotidicas de los
mondmeros de etiqueta a las repeticiones de la secuencia de aleta con lo que se produce un nanoindicador etiquetado.

Un nanoindicador puede ademas incluir una secuencia especifica de la diana acoplada al andamio. La secuencia
especifica de la diana se selecciona para permitir que el nanoindicador reconozca, se ligue a, o se fije a una molécula
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diana. Los nanoindicadores son adecuados para identificar moléculas diana de todos los tipos. Por ejemplo, es posible
acoplar secuencias especificas apropiadas para la diana al andamio del nanoindicador del nanoindicador para permitir
la deteccion de una molécula diana. Es preferente que la molécula diana sea ADN (lo que incluye cADN), ARN (lo que
incluye mMARN cARN), un péptido, un polipéptido, o una proteina.

Una variante de un método descrito provee una mayor flexibilidad en la deteccién de moléculas diana con monémeros
de etiqueta de acuerdo con la invencién. En esta realizacién, un nanoindicador dual que comprende dos entidades
moleculares diferentes, cada una de ellas con una region especifica de la diana separada, de las cuales por lo menos
una esta etiquetada, se ligan a la misma molécula diana. Por lo tanto, las secuencias especificas de la diana de los dos
componentes del nanoindicador dual se ligan a diferentes porciones de una molécula diana seleccionada, con lo que la
deteccion del cédigo espectral asociado con el nanoindicador dual provee la deteccién de la molécula diana
seleccionada en una muestra biomolecular puesta en contacto con el nanoindicador dual.

En el presente se describe también un método para detectar la presencia de una molécula diana en una muestra
biomolecular que comprende: (i) colocar en contacto la muestra con un nanoindicador dual bajo condiciones que
permiten la ligacion de las secuencias especificas de la diana en el nanoindicador dual a la molécula diana; e (ii)
detectar el cédigo espectral asociado con el nanoindicador dual. En funcion de la arquitectura del nanoindicador, el
nanoindicador dual puede ser etiquetado antes o después de su ligacién a la molécula diana.

La estabilidad estructural de un nanoindicador puede incrementarse mediante la ligacion de los parches, y
opcionalmente, mediante la ligacion de las aletas divdidas y/o de los oligonucleétidos etiquetados hibridados a las
aletas divididas.

Ademas de las capacidades de andlisis cualitativa provistas por los nanoindicadores y de las técnicas analiticas
basadas en ellos, los nanoindicadores de la invencion son adecuados de manera Unica para llevar a cabo analisis
cuantitativos. Por el hecho de proveer una ligaciéon entre los nanoindicadores (tanto si se trata de nanoindicadores
singulares o duales) de la invencion y sus moléculas diana en una muestra biomolecular, la totalidad, o una porcién
representativa de, las moléculas diana presentes en una muestra puede identificarse y contarse. Este conteo individual
de las diversas especies moleculares provee un método exacto y directo para determinar la concentracion absoluta o
relativa la molécula en la muestra biomolecular. Ademas, la capacidad de abordar cada molécula en una mezcla
individualmente equilibra los beneficios de la miniaturizacion que incluyen una elevada sensibilidad, requerimientos
minimos en cuanto a la cantidad de muestras, y elevados coeficientes de rapidez de las reacciones provistos mediante
la cinética en fase de solucién en un volumen pequeiio, en Ultima instancia bajos costos en reactivos.

Como se comprendera de la descripcion y ejemplos provistos mas abajo, los métodos y entidades descritos presentan
numerosas ventajas. Por ejemplo, la modularidad compleja en la formacién de los nanoindicadores de acuerdo con la
invencion permite la creacion sistematica de bibliotecas de nanoindicadores Unicos en su clase que tienen un grado de
diversidad muy elevado (por ejemplo, millones de nanoindicadores reconocibles de manera Unica en su género). Esta
modularidad permite flexibilizar las poblaciones de nanoindicador para aplicaciones especificas que a su vez proveen
significativas eficiencias de fabricacion. Otra ventaja que se apreciara en base a la siguiente descripcion procede de la
flexibilidad en el ensamble de los nanoindicadores. Es decir, debido a su estructura molecular, los nanoindicadores
pueden ensamblarse antes de su despacho a un punto de uso o ser ensamblados en el punto de uso.

5.1 Nomenclatura de nanoindicadores

Todos los términos utilizados en la presente tienen sus significados habituales para las personas expertas, a menos
que se indique otra cosa. Los términos siguientes tendran los significados siguientes.

PAR DE LIGACION. La expresion “par de ligacion” se refiere a moléculas primeras y segundas de porciones que son
capaces de ligarse selectivamente entre si, es decir, de ligarse entre si con una mayor afinidad que con respecto a
otros componentes en una composicion. La ligacién entre los miembros del par de ligacion puede ser de tipo covalente
o de tipo no covalente. En determinadas realizaciones, la ligacion es de tipo no covalente. Los ejemplos de pares de
ligacion incluyen pares de ligacion inmunolégicos (por ejemplo, cualquier compuesto hapténico o antigénico en
combinacién con un anticuerpo correspondiente o porcion o fragmento ligante del mismo, por ejemplo digoxigenina y
anti-digoxigenina, fluoresceina y antifluoresceina, dinitrofenol y antidinitrofenol, bromodesoxiuridina vy
anti-bromodesoxiuridina, inmunoglobulina de ratén e inmunoglobulina antirratén de cabra) y pares de ligacion no
inmundlogicos (por ejemplo, biotina-avidina, biotina-estreptavidina, hormona-proteina de ligacion de hormona,
recd1-ligando de receptor (por ejemplo, receptor de acetilcolina-acetilcolina o una de sus analogos), IgG-proteina A,
lectina-carbohidrato, enzima-cofactor de enzima, enzima-inhibidor de enzima, pares de polinucleétidos capaces de
formar duplex de acidos nucleicos, y similares). Por ejemplo, los miembros de ligacion inmunorreactivos pueden incluir
antigenos, haptenos, aptameros, anticuerpos (primarios o secundarios), y sus complejos, lo que incluye aquellos
formados mediante métodos de ADN recombinante o sintesis de péptidos. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal o un anticuerpo policlonal, una proteina recombinante o una o mas mezclas o fragmentos de ella, como
también una mezcla y otros miembros de ligacion. Otros pares comunes de ligacién incluyen sin limitacion, biotina y
avidina (o sus derivados), biotina y estreptavidina, carbohidratos y lectinas, secuencias nucleotidicas complementarias
(lo que incluye secuencias de acidos nucleicos de sonda y de captura), secuencias peptidicas complementarias que
incluyen aquellas formadas mediante métodos recombinantes, moléculas efectoras y receptoras, hormonas y proteina
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de ligacion a hormona, cofactores de enzima y enzimas, inhibidores de enzima enzimas, etc.

MANCHA OSCURA. La expresion “mancha oscura” se refiere a una falta de sefal, o “mancha”, desde un sitio de
fijacion de etiqueta en un nanoindicador. Las manchas oscuras pueden estar incorporadas en el codigo del
nanoindicador para afiadir mas permutaciones de codificacién y generar una mayor diversidad de nanoindicadores en
una poblacién de nanoindicadores.

ESTADO EXTENDIDO. La expresion “Estado extendido” se refiere a un nanoindicador en un estado que seria
reconocido por una persona experta en la especialidad. En determinadas realizaciones, un nanoindicador se halla en
un estado extendido cuando esta extendido con respecto a la su conformacién nativa en solucién. En determinadas
realizaciones, un nanoindicador se halla en un estado extendido cuando se halla en el campo de una fuerza capaz de
extender el nanoindicador. En determinadas realizaciones, un estado extendido de un nanoindicador puede
determinarse de manera cuantitativa. En tales realizaciones, las personas expertas en la especialidad reconoceran a R
como el vector extremo a extremo del nanoindicador, es decir, la distancia entre dos términos del nanoindicador, y <R>
como el vector de extremo a extremo de manera tal que el 95% de R estara dentro de 2<R> en una solucién que sera
considerada adecuada a una persona experta en la especialidad. Los ejemplos de solucién incluyen, por ejemplo, una
solucién diluida del nanoindicador en agua o en un tampoén de pH. En realizaciones particulares, un nanoindicador se
halla en un estado extendido cuando R es mayor que 2.0<R>.

ALETA. El término “aleta” utilizado en la presente se refiere a una entidad molecular fijada a un parche o par de
parches fijados a una region de fijacion de etiqueta. La aleta consiste en una o mas moléculas que contienen
monomeros de etiqueta o que son capaces de ligar una o mas moléculas que contiene monémeros de etiqueta. Por el
hecho de proveer un etiquetado indirecta de las regiones, las aletas proveen una mayor flexibilidad en el control del
numero de mondmeros emisores de sefiales asociados con una region como también la naturaleza de dicho
comondémeros. Las aletas pueden formarse mediante una Unica pieza molecular o mediante varias piezas moleculares
(por efemplo, dos piezas) que forman una “aleta dividida” (ver, por ejemplo, la Figura 7).

SONDA FANTASMA. Se trata de una molécula que comprende una secuencia especifica de la diana, pero que no esta
etiqguetada con un mondédmero de etiqueta que emite una sefial que contribuye al cédigo del nanoindicador.

NANOINDICADOR ETIQUETADO. Un nanoindicador etiquetado es un nanoindicador en el que por lo menos un
parche del nanoindicador esta fijada a uno o mas monémeros de etiqueta que genera(n) una sefal que forma por lo
menos parte del cddigo del nanoindicador.

JUNIDAD DE ETIQUETA. La expresion “unidad de etiqueta” se refiere a las porciones no especificas de la diana, de un
nanoindicador etiquetado.

NANOINDICADOR. La expresiéon “nanoindicador” se refiere a una entidad molecular que tiene: (i) una molécula
(“andamio”) que contiene por lo menos dos regiones de fijacion de etiqueta; (ii) por lo menos un parche fijado a por lo
menos unas region de fijacion de etiqueta; y (iii) una secuencia especifica de la diana. Como se describe con detalle
mas abajo, los nanoindicadores pueden ser nanoindicadores singulares (estando todos los componentes en una Unica
entidad molecular) o nanoindicadores duales (estando todos los componentes en dos entidades moleculares
separados). Los nanoindicadores son preferentemente sintéticos, es decir se trata de moléculas que no son de
presentacion natural; por ejemplo Son moléculas quimérica sin ellas uniendo dos 0 mas secuencias artificiales y1 de
presentacion natural que normalmente existen en mas de una molécula (por ejemplo, plasmido, cromosoma, genoma
viral, proteina, etc.).

CODIGO DE NANOINDICADOR. El orden y la naturaleza (por ejemplo, La obra las longitudes de onda primarias,
opcionalmente también la longitud) de las manchas de un nanoindicador sirven como un cédigo de nanoindicador que
identifica la molécula diana que tiene la capacidad ser ligada por el nanoindicador por intermedio de la secuencia
especifica del nanoindicador para la o las diana(s). Cuando el nanoindicador esta ligado a una molécula diana, el
cédigo de nanoindicador también identifica la molécula diana. Opcionalmente, la longitud de una mancha puede ser un
componente del codigo de nanoindicador.

ESTADO ORIENTADO. La expresion “estado orientado” se refiere a un nanoindicador en un estado que seria
reconocido como orientado por una persona experta en la especialidad. En determinadas realizaciones, un
nanoindicador se halla en un estado orientado cuando esta orientado con respecto a su conformacién nativa en
solucion. En determinadas realizaciones, el nanoindicador esta orientado cuando esta dispuesto en paralelo con el
campo de una fuerza capaz de orientar el nanoindicador. En determinadas realizaciones, el nanoindicador Esta
orientado cuando se trata de uno de entre una pluralidad de nanoindicadores que estan dispuestos en paralelo, como
reconocen las personas expertas.

PARCHE. El término “parche” se refiere a una entidad molecular fijada a la region de fijacion de etiqueta del andamio
del nanoindicador, en términos generales para los fines de etiquetar el nanoindicador. El parche puede tener uno o
mas monomeros de etiqueta fijados sea directamente (de manera covalente o no covalente) o indirectamente fijados a
€él, sea antes sea después de su fijacion al andamio del nanoindicador.

SONDA. Es término se refiere a una molécula que tiene una secuencia especifica de la diana. En el contexto de una
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nanoindicador singular, la expresion “sonda” se refiere al nanoindicador como tal; en el contexto de un nanoindicador
dual, la expresién “sonda” se refiere a uno de los dos componentes del nanoindicador o ambos componentes del
nanoindicador.

PAR DE SONDAS. La expresion “par de sondas” se refiere a un nanoindicador dual.
REGISTRO. El término “registro” se refiere a un conjunto de regiones de fijacion de etiqueta alternativas.

LIGACION SELECTIVA. La expresién “ligacién selectiva” se refiere a cualquier ligacion preferencial de un par de
moléculas o porciones entre si con respecto a otras moléculas o porciones en una composicién que seria reconocida
por una persona experta en la especialidad. En determinadas realizaciones, un par de moléculas o porciones se liga
selectivamente cuando se ligan preferentemente entre si en comparacion con otras moléculas o porciones. La ligacion
selectiva puede incluir la afinidad o avidez, o ambas, de una molécula o porcién con respecto a otra molécula o
porcién. En realizaciones particulares, la ligacion selectiva requiere una constante de disociacion (KD) inferior a
aproximadamente 1 x 10 M o inferior a aproximadamente 1 x 10 M, 1 x 107 M, 1 x 108 M, 1 x 10° M,01x 107 m.
En cambio, en determinadas realizaciones, la ligaciéon no selectiva tiene una afinidad significativamente inferior, por
ejemplo, una Kb superior a 1 x 10 M.

MANCHA. Una mancha, en el contexto de la deteccion de un nanoindicador, es una sefial agregada detectada
procedente de los mondmeros de etiqueta fijados a un Unico sitio de fijacion de etiqueta en un nanoindicador, y que, en
funcion del tamafo de la region de fijacion de etiqueta y de la naturaleza (por ejemplo, longitud de onda de emision
primaria) de los monémeros de etiqueta, puede aparecer como una fuente de luz de un solo punto cuando se visualiza
bajo un microscopio. Las manchas de un nanoindicador pueden ser de tipo superpuesto o no superpuesto. El cédigo
de nanoindicador que identifica dicha molécula diana puede comprender cualquier permutacion de la longitud de una
mancha, su posicion con respecto a otras manchas, y/o la naturaleza (por ejemplo, la o las longitudes de onda de
emision primaria(s)) de su sefial.

SECUENCIA ESPECIFICA DE LA DIANA. La expresion “secuencia especifica de la diana” se refiere a una entidad
molecular que es capaz de ligarse a una molécula diana. En el contexto de un nanoindicador, la secuencia especifica
de la diana esta fijada al andamio de nanoindicador. Es preferente (pero no necesario) que la molécula diana sea una
molécula de presentacion natural o un cADN de una molécula de presentacion lateral o el complemento del cADN.

5.2 Andamio del nanoindicador

El andamio de un nanoindicador puede ser cualquier entidad molecular, mas preferentemente una molécula de acido
nucleico, que contiene regiones de fijacion de etiqueta a las que los mondmeros de etiqueta pueden estar fijados de
manera directa o indirecta. En una realizacién, un andamio de nanoindicador es un andamio de proteina; en una
realizacion preferida, el andamio de un nanoindicador es un andamio de acido nucleico en el que las regiones de
fijacion de etiqueta son regiones monocatenarias a las que pueden fijarse por hibridacion otros acidos nucleicos, tales
como parches de oligonucleodtidos, parches de ARN, o parches de ADN.

En realizaciones especificas, el andamio de un nanoindicador es una molécula de acido nucleico.

No existen limitaciones particulares en cuanto a los tipos de andamios que son adecuados para formar un
nanoindicador. Un andamio de acuerdo con la invencion puede esencialmente tener cualquier estructura, lo que
incluye, por ejemplo, un andamio lineal monocatenario, un andamio lineal bicatenario, un andamio circular
monocatenario o un andamio circular bicatenario. Los ejemplos de estructuras del andamio incluyen, por ejemplo, un
andamio hecho de una entidad molecular tal como polipéptidos; acidos nucleicos o carbohidratos. Un andamio puede
también incluir una combinacién de estructuras, por ejemplo, un andamio puede ser hecho de uno o mas tramos de
polipéptidos acoplados a uno o mas tramos de carbohidrato.

Las entidades moleculares adecuados para utilizarse como andamios incluyen las estructuras poliméricas,
particularmente estructuras poliméricas basadas en acidos nucleicos tales como ADN. Las estructuras basadas en
acidos nucleicos ofrecen numerosas ventajas en el contexto de la presente invencién debido por lo menos en parte al
amplio universo de técnicas y metodologias existentes que permiten la manipulacion de constructos de ADN.

Como se indico en lo que precede, el andamio puede ser monocatenario o bicatenario. Un andamio bicatenario puede
ser sea un ADN bicatenario convencional sea un ADN bicatenario que estda compuesto de un tramo monocatenario
lineal de acido nucleico con unidades parche o unidades de aleta fijadas. En la Figura 8 se ilustra un esquema para
formar un andamio linealizado.

Un andamio puede tener 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21-100 regiones de fijacion de
etiqueta o mas.

Las regiones de fijacion de etiqueta de un andamio de nanoindicador variaran en magnitud en funcién del método de
etiquetado. En diversas realizaciones, una region de fijacion de etiqueta tiene una longitud en cualquier parte entre 10
nm y 10.000 nm, pero es mas preferente que sea 50 nm a 5.000 nm, mas preferentemente de 100 nm a 1.000 nm. En
diversas realizaciones, la region de fijacion de etiqueta es de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 500 nm,
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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 realizacién preferida, la region de fijacion de etiqueta corresponde
estrechamente a la magnitud de una mancha limitada por difraccién, por ejemplo, la mancha mas pequefa que pueda
detectarse mediante 6pticas estandar, que es de aproximadamente 300 nm.

Si el andamio es un acido nucleico, una magnitud de 1 nm corresponde aproximadamente 3 nucleoétidos; por lo tanto,
una region de fijacion de etiqueta de aproximadamente 300 nm corresponde a aproximadamente 900 bases. En otras
realizaciones preferidas, la region de fijacion de etiqueta es de aproximadamente 300 nucledtidos 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.

Un ejemplo ilustrativo de una entidad molecular para un andamio de nanoindicador es M13 ADN, que es
monocatenario. En una realizacién, el andamio de nanoindicador es ADN circular por lo menos parcialmente
monocatenario, tal como M13 circular.

En una realizacion mas preferida, un andamio de nanoindicador es ADN lineal por lo menos parcialmente
monocatenario, tal como M13 lineal. En una realizacién especifica, el ADN monocatenario M13 obtenido operando un
corte en el sitio BamHI site de M13n ADN circular.

Cabe observar que dentro del contexto de la presente invencion, un ADN lineal provee ventajas adicionales en
comparacion con ADN circular. Una de las ventajas de formar un andamio se refiere al estrés torsional
significativamente reducido asociado con un ADN lineal. El estrés torsional afiadido asociado con un ADN circular
puede interferir con la integridad estructural del andamio al tener lugar la adicion, al andamio del nanoindicador, de
otros componentes del nanoindicador, tales como unidades de parche. Un estrés torsional severo puede ocasionar la
desintegracion de la estructura del andamio. Sin embargo, cabe observar que los nanoindicadores en los que
solamente unos pocos sitios, cortos, de fijacion de etiqueta estan etiquetados, un ADN circular puede ser adecuado.

5.2.1 Novedosas secuencias sintéticas de andamios de nanoindicador

Los nanoindicadores descritos en la presente son moléculas de acido nucleico artificiales (ADN, AN, o hibridos de
ADN/ARN) disefiados de manera de tener rasgos que optimizan el etiquetado y la deteccion del nanoindicador. En
estos aspectos un andamio de nanoindicador es un acido nucleico artificial que comprende una o mas secuencias
sintéticas con una longitud de 50 a 50.000 bases. Por lo tanto, un andamio de nanoindicador, que preferentemente es
un ADN, esta disefiado de manera de tener una o mas regiones, Utiles como regiones de fijacion de etiqueta, que
comprenden un patron regular de una base en particular (la “base regularmente repetida”). En tales regiones, la base
regularmente repetida se presenta con una periodicidad de cada n-ésimo residuo, en donde n es cualquier numero, y
preferentemente de 4 a 25.

Es preferente que no mas del 25% de la base de repeticion regular en una Region aparezca en intervalos que no son
los intervalos regulares. Por ejemplo, si en una Regién de 100 nucledétidos hay 12 bases de timidina, y la timidina es la
base de repeticion regular, en este aspecto de la invencién no mas del 25% de estos, es decir, 3 bases de timidina,
aparecen fuera del patrén regular de las timidinas. 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 la base, aparece en intervalos de la regidon que no son los intervalos
regulares en la region.

La base de repeticion regular en las Regiones en un andamio de nanoindicador, o su base de repeticion
complementaria regular en un parche (o segmento) fusionado puede utilizarse para fijar mondémeros de etiqueta,
preferentemente mondmeros de etiqueta emisores de luz, al nanoindicador en un patrén regular, uniformemente
separado, para una mejor distribucion de la sefial del nanoindicador. Es preferente que, cuando se etiquete una
Region, por lo menos el 50%, por lo menos el 60%, por lo menos el 70%, por lo menos el 80%, por lo menos el 90%,
por lo menos el 95% o por lo menos el 98% de las presentaciones de la base de repeticion regular esté fijado a por lo
menos un monomero de etiqueta emisor de luz, sea por fijacion covalente de un monémero de etiqueta a una base, o
por hibridacién a un acido nucleico en el que los complementos de la base de repeticion regular estan asi etiquetados.

Este porcentaje de presentaciones puede medirse mediante cualquier medio conocido en la especialidad. En un
método, la cantidad de acido nucleico producido en una reaccion de etiquetado se purifica (por ejemplo, el ARN puede
verificarse mediante un kit Qiagen RNeasy) y se somete a una espectrofometria de UV. Se mide la absorcién (“A”) a
las longitudes de onda adecuadas para cada uno de los acidos nucleicos (260 nm) y para el monémero de etiqueta
cuya ocurrencia debe medirse (por ejemplo, 495 nm para Alexa Fluor 488; 590 nm para Alexa Fluor 594; 650 para
Alexa Fluor 647; y 550 nm para Cy3). Se corrige la absorcion del acido nucleico ajustando el valor de la absorcion a
260 nm (“A260”) para remover la contribucion de “ruido” del mondémero de etiqueta para lo cual se resta la absorcion en
la longitud de onda pico para el monémero de etiqueta (ALM) menos el factor de correccion correspondiente a dicho
mondémero de etiqueta. Si el acido nucleico es ARN, el nimero de mondémeros de etiqueta por cada mil nucledtidos
puede calcularse de acuerdo con la siguiente formula :
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no. de mondémeros de etiqueta = A260 x 9010 x 1000

1.000 nucledtidos ALm ECLm

donde ECLM es el factor de extincién para el monémero de etiqueta. A partir de esta férmula, es posible calcular el
porcentaje de ocurrencias de la base de repeticion regular que estan fijadas a un monémero de etiqueta emisor de luz.

En términos generales, la base de repeticion regular preferida en una region de fijacion de etiqueta es la timidina, de
manera tal que la regiéon puede ser etiquetada mediante hibridacion a uno o mas parches complementarios (por
efemplo, segmentos de ARN) en los que la base de repeticion regular es la uridina. Esto permite la utilizacion de UTPs
amino-alilo modificados, faciles de obtener en el comercio, como sitios de fijacion de monémero de etiqueta, en una
secuencia por demas aleatoria. Es preferente que, ademas de la periodicidad regular de las Regiones, las regiones (y
el acido nucleico que los comprende) contenga una estructura secundaria minima. El contenido GC global se mantiene
preferentemente cercano al 50%, y es preferente que se mantenga constante a lo largo de tramos relativamente cortos
para que TMs sean similares.

Es preferente que los acidos nucleicos artificiales descritos en la presente, o por lo menos las Regiones en ellos, no
tengan repeticiones directas ni invertidas mayores de 12 bases de longitud. En otras realizaciones, los acidos
nucleicos artificiales y/o las Regiones no tienen repeticiones directas o invertidas que tengan una longitud superior a la
11,1006 09.

En un ejemplo de region en el que el nucledtido regularmente repetido es una timidina y el contenido de GC es de
aproximadamente el 50%, las adeninas compensarian la pérdida de abundancia de los Ts. Para generar la secuencia
seleccionada, se crean secuencias aleatorias con patrones fijos de Ts en el intervalo de cada cuarta base a cada
25ésima base, y se la somete a una seleccion para minimizar la presencia de repeticiones invertidas y directas.

También se someten a seleccion preferentemente las secuencias para evitar sitios de reconocimiento de enzimas de
restriccion de cuchilla de seis bases, comunes. Las secuencias seleccionadas son adicionalmente sometidas a un
analisis de las estructuras secundarias predichas, y aquellas con la menor estructura secundaria se eligen para su
evaluacion ulterior. Para predecir la estructura secundaria puede utilizarse cualquier programa conocido en la
especialidad, tal como el programa MFOLD (Zuker, 2003, Nucleic Acids Res. 31 (13):3406-15; Mathews et al,1999, J.
Mol. Biol. 288:911-940).

Se divide una secuencia adecuada en regiones de fijacion de etiqueta en el intervalo de 50 bases a 2 kilobases
(podrian ser mas largas). Cada region de fijacion de etiqueta es una secuencia Unica, pero contiene un numero y
separacion de Ts, constantes en relacion con las otras etiquetas en una secuencia indicadora dada. Estas regiones de
fijacion de etiqueta pueden estar interdispersas junto con otras regiones cuya secuencia no interesa. Las regiones de
fijacion de etiquetas sintéticas en un andamio de nanoindicador pueden ser de diferentes longitudes y/o tener
diferentes bases de repeticion regulares. Una secuencia inicial optimizada para la transcripcion por la ARN polimerasa
T7, T3, o SP6 (que empiece en la posicion +1 del transcripto) puede afiadirse al extremo 5’ de cada region de fijacion
de etiqueta. Los sitios de restriccion son adicionalmente afiadidos a los limites de cada regién de fijacion de etiqueta
para permitir la adicién o delecidn especificas de regiones de fijacion de etiqueta individuales a la secuencia mediante
la utilizacion de técnicas de clonacion individuales. Es preferente que el nimero de regiones de fijacion de etiqueta
sintéticas en un nanoindicador se halle en el intervalo de 1 a 50. Y en otras realizaciones, el nimero de regiones de
fijacién de etiqueta sintéticas en un nanoindicador se halla en el intervalo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 regiones de
fijacion de etiqueta sintéticas o de 15, 20, 30, 40 6 50 regiones de fijacion de etiqueta sintéticas, o en cualquier intervalo
intermedio.

Mas abajo se da un ejemplo de una region sintética novedosa de fijacion de etiqueta de este tipo. En esta secuencia,
mostrada de 5' a 3', los Ts estan colocados en cada octava posicion y la region esta delimitada por un sitio de
restriccion 5° Sac | y por un sitio de restriccion 3’ Kpn I. Se incluye un sitio de iniciacion de transcripto optimizado para
la T7 polimerasa (GGGAGA) en el extremo 5’ de la regién, corriente abajo del sitio de restriccion 5’. EI complemento de
esta secuencia, cuando ha sido generada en forma de una molécula monocatenaria, forma el andamio para la
molécula de ARN transcrita desde esta region de fijacion de etiqueta.

GAGCTCGGGAGATGGCGAGCTGGAAGCATCAGAAAGTAGGAAGATGACAA
AATAGGGCCATAGAAGCATGAAGAACTGAACGCATGAGACAATAGGAAGC
TACGCCACTAGGGACCTGAGAAGCTGAGCGGCTCAGCGGGTCCGAGCGTC
AAAAAATAAAAGAGTGAAACAATAGACGAATGACGCGGTAAAACCATCCA
GAAGTAAACGGGTACAAACATACAGAGATAGCCACCTGGACCAATAGGCA
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CGTACAAACGTACAAGCCTGGCGCGATGAGGCAATCCACACGTGCAGAGC
TGGAACAATGGAAAGATGCAAGAATAAACCGATACCGGGATCGAGGGCTC
AGCGAATAAAGCAGTCAACAACTGGAAAGATCCACACATACCGGCGTAAC
CGAGTCCAAACATACAGACCTGCAAGACTCGCGACATGGGACGGTAAAAC
CATCCGACCGTAAACCGGTAACCAGGTAGCCGGGTAAAAACATAGCAGGG
TGGAGACCTCAGAACGTAAAGACGTCCAAGGGTCGCCGGATAGCGAACTA
CGCGCATCGCCCAATGGGCCAATCAACAGATAAACGAGTAGAAAAGTCAG
AAAATAAGAAACTAACGAAATACGAGGGTCCAAGGATGCAAGACTGAGGC
CCTAAGGAGATAAGGAAATAGGCCGATGCAGACCTGAAACGATGCACCGA
TCCGACGGTAAAAGACTAGACACGTAGCCGGATCAGGGCCTGGGAGGCTG
GAACCGTGAGCACATAGCAAAGTCGCAGCGTCGGCAGATGCGCCGGTAAA
AAAGTAGAGGCATGACCGGATGGGCAAATAGCGACGTACAGCAGTGAAGC
ACTAAAAGCATCCAAGGGTAGGAGACTAGGCGCCTCGACGGGTAGGTACC
(SEQIDNO: 1)

Los acidos nucleicos sintéticos pueden sintetizarse quimicamente utilizando nucleétidos de presentacion natural o
nucleétidos diversamente modificados para incrementar la estabilidad bioldgica de las moléculas o para incrementar la
estabilidad fisica del duplex formado entre la region de fijacion de etiqueta y los parches o segmentos fusionados, por
ejemplo, pueden utilizarse derivados de fosforotioato y nucledtidos sustituidos por acridina. Los ejemplos de
nucledtidos modificados que pueden utilizarse para generar el acido nucleico sintético incluyen 5-fluoruracilo,
5-bromouracilo, 5-cloruracilo, 5-iodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5 -(carboxihidroximetil)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-mannosilqueosina, 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, acido uracil-5- oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (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 puede producirse por via biolégica utilizando un vector en el que un acido
nucleico ha sido subclonado.

En diversas realizaciones, las moléculas sintéticas de acido nucleico pueden modificarse en la parte de base, parte de
azucar o médula de fosfato para mejorar, por ejemplo, la estabilidad, hibridacién, o solubilidad de la molécula. Por
ejemplo, la estructura basica de desoxirribosa fosfato de los acidos nucleicos puede modificarse para generar acidos
nucleicos peptidicos (ver: Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1):5-23). Como se utilizan en la
presente, las expresiones “acido nucleico peptidicos” o PNA (peptide nucleic acids) se refieren a miméticos de acidos
nucleicos, por ejemplo, miméticos de ADN, en los que la columna vertebral desoxiribosa fosfato ha sido reemplazada
por una columna vertebral pseudopéptido y solamente se conservan las cuatro nucleobases naturales. La columna
vertebral neutra de los PNAs ha sido mostrada para permitir la hibridacion especifica a ADN y ARN bajo condiciones
de baja fuerza iénica. La sintesis de los oligdmeros de PNA puede llevarse a cabo utilizando los protocolos para la
sintesis de péptidos en fase solida descritos en: Hyrup et al., 1996, Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1): 5-23;
Perry-O'Keefe et al, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14670-675.

En un ejemplo de realizacién, la novedosa secuencia sintética seleccionada puede construirse sintéticamente en
forma de ADN bicatenario por una empresa que se dedica a la sintesis comercial de genes, y clonarse de manera
orientada en un “fagémido”, que es un vector de plasmido que contiene una regién M13 o intergénica de fago (IG) que
contiene las secuencias cis-actuantes necesarias para la replicacion del ADN y para la encapsidacion de fago, tal
como pUCI 19. La orientaciéon adecuada del inserto clonado con respecto al origen de fago de replicacion permite la
generacion de un andamio de ADN monocatenario que es el complemento inverso de las moléculas de ARN
generadas mediante transcripcion in vitro para cada region de fijacion de etiqueta.

A titulo de ejemplo, para generar el andamio de ADN monocatenario del novedoso reportero, el fagémido se
transforma en una cepa de E. coli que contiene un episoma F’. La subsiguiente infeccion de la bacteria transformada
con un fago helper tal como el mutante Ml 3 KO7 resulta en la secrecion del fagémido portador de la novedosa
secuencia indicadora como un fago monocatenario empacado a partir del cual se prepara el ADN circular

16



10

15

20

ES 2 620 398 T3

monocatenario para lo cual se utiliza un protocolo estandar. Este ADN se linealiza y la porcidon de vector se extirpa
mediante la fusion de oligonucleétidos cortos complementarios en cualquiera de los extremos de la novedosa
secuencia indicadora para generar sitios de restriccion bicatenarios, seguido por el tratamiento con las enzimas de
restriccion adecuadas.

A titulo de ejemplo, para componer las moléculas de ADN (parches o “segmentos”) para cada region de fijacion de
etiqueta, se disefian Cebadores de PCR para generar una plantilla bicatenaria que empiece con un Promotor de
polimerasa de ARN (T7, T3, o SP6) situado directamente corriente arriba (5’) del sitios de iniciacion de la transcripcion
y que termine después del sitio de la enzima de restriccion 3'. Mediante esta plantilla, se lleva a cabo la transcripcion de
moléculas de ARN en la presencia de una base de repeticion amino-allil modificada regular en el ARN (por ejemplo,
UTP) y de otras bases no modificadas (por ejemplo, ATP, CTP y GTP). Esto conduce a un producto ARN en el que
cada base de repeticion regular (por ejemplo, U) ha sido modificada para permitir el acoplamiento covalente de un
mondmero de etiqueta en dicha posicion en la molécula de ARN.

El acoplamiento de mondmeros de etiqueta emisores de luz a las moléculas a las moléculas de ARN y la fusion de las
moléculas de ARN de etiquetadas al andamio del nanoindicador se llevan a cabo como se describe abajo.

En la siguiente Tabla 1 se enumeran algunas consideraciones de disefio para la secuencia de novo.

Tabla 1
Rasgo del andamio sintético \Ventajas
Novedosa secuencia sintética Puede ser de cualquier longitud y estar disefiado para incorporar

cualquier aspecto de secuencia deseada, lo que incluye sin limitacion
los enumerados en esta tabla.

Estructura secundaria minima (seleccionadaPermite la transcripcion coherente de moléculas de ARN de longitud
en contra de repeticiones invertidas) completa. Permite la fusién constante de moléculas de ARN al
andamio a temperaturas predecibles. Minimiza la autofusion y/o la
fusion cruzada entre las moléculas de ADN o andamios.

Secuencias repetidas minimas Evita la fusiéon errénea entre las moléculas de ARN y regiones de
andamio inadecuadas.

Sitios de restriccion Unicos en los bordes de las|Permite la adicion y delecion de regiones de fijacion de etiquetal
regiones de fijacion de etiqueta individuales mediante la utilizacion de técnicas estandar para la
clonacién molecular.

Separacion uniforme definida de Ts y|Controla el nimero de sitios de acoplamiento para comondémeros en
transcripcion con UTP modificado conicada region de fijacion de etiqueta, lo que permite brillo constante de
amino-allilo (UTP no modificado) moléculas de ARN etiquetadas. Controla la distancia entre los
mondmeros: es posible optimizar la separacion para evitar
impedimento estearico y el apagado de la fluorescencia.

Secuencia de partida optimizad para la|Promueve una transcripcion in vitro eficiente de cada region de fijacion
transcripcion por la polimerasa de ARN T7, T3/de etiqueta.
o SP6

5.3 PARCHES

Los mondmeros de etiqueta que emiten sefales que constituyen la totalidad o parte del cédigo del nanoindicador estan
fijados a una o mas regiones de fijacion de etiqueta(s) del andamio del nanoindicador por intermedio de una estructura
que en la presente lleva la denominacion de “parche.” Los monémeros de etiqueta pueden estar fijados directamente
(por ejemplo, de manera covalente o no covalente) a un parche, o estar fijados indirectamente fijados a un parche (por
ejemplo, por medio de hibridacion).

Los parches de acidos nucleicos puede tener una longitud cualquiera de entre 25 nucleétidos y varias kilobases (por
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efemplo, 5kb), y es preferente que tengan una longitud de 50 nucleétidos. En realizaciones especificas, los parches de
acido nucleico tienen una longitud de aproximadamente 25-250, 50-200, 50-150, o 50-100 nucledtidos. En otras
realizaciones, los parches de acido nucleico tienen una longitud de aproximadamente 500-2.000, 500-1.500,
500-1.000, 750-1.250, o 750-1.000 nucledtidos. Los parches de acido nucleico pueden ser parches de ARN o parches
de ADN.

Un monomero de etiqueta puede ser fijado de manera covalente a un parche antes o después de que el parque sea
fijado a la region de fijacion de etiqueta de un andamio de nanoindicador. Por ejemplo, cuando el parche es una
molécula de acido nucleico, la etiqueta puede fijarse de manera covalente mediante la incorporacion de un nucleétido
que contiene un monémero de etiqueta en el acido nucleico durante su sintesis pero antes de que se haya fijado, por
efemplo, via hibridacion, a la region de fijacion de etiqueta del andamio. Como alternativa, durante la sintesis de un
parche de acido nucleico, puede incluirse un nucleétido que contiene un grupo aceptor de monémero de etiqueta, y el
monomero de etiqueta se afiade al parche de acido nucleico después de su sintesis, sea antes o después de ser fijado
a la regién de fijacion de etiqueta del andamio. Como alternativa, el mondémero de etiqueta puede ser fijado
indirectamente al parche, por ejemplo mediante hibridacion del parche a una “aleta” que sirve como una base para la
fijacion del mondmero de etiqueta al nanoindicador.

Por lo tanto, cuando un parche es un acido nucleico, puede tener cualquier valor en el intervalo de 20 nucleétidos a
mas de 5 kb de longitud, en funcién del método utilizado para ensamblar el nanoindicador.

Por ejemplo, cuando un parche ha sido incorporado covalentemente en el uno o mas monémeros de etiqueta que
emiten sefiales que son partes del cédigo de nanoindicador en el contexto del nanoindicador etiquetado, es preferente
que tenga una longitud de aproximadamente 500-1.500 nucledtidos, y en términos generales en la presente lleva la
denominacion de “segmento”, siendo un “segmento oscuro” el parche antes de la incorporacion del monémero de
etiqueta (pero, en una realizacion preferida, que contiene sitios aceptores de mondémeros de etiqueta, tales como
monémeros amino alilo), y un “segmento de color’ es un segmento que contiene el o los mondémeros de etiqueta
deseados.

Cuando un parche sirva meramente como una plantilla para la fijacion de la aleta al nanoindicador, en tal caso es
preferente que su tamafio sea menor, por ejemplo de aproximadamente 25-250 nucleétidos de longitud, siendo mas
preferente que su longitud sea de aproximadamente 50-100 nucleétidos. En la presente, tales parches llevan la
denominacion de “parches de oligonucledtidos”. Como se explica en el siguiente capitulo, este permite que un
oligonucledtido tenga una secuencia complementaria con respecto a la de un andamio, de manera tal cuando se lo
fusiona al andamio, se genera una saliente o voladizo que es complementaria con la totalidad o porcién de una aleta.

Las expresiones “segmento” y “parche de oligonucledtido” se utilizan en la presente meramente por comodidad de
distincién; sin embargo, no hay un corte de tamario para diferenciar un “segmento” de un” parche de oligonucleétido”.
El objeto de ambos tipos de estructuras es el de maximizar el etiquetado y por lo tanto la intensidad de sefal
procedente del nanoindicador, con lo que se permite una deteccién de una molécula diana individual por un
nanoindicador.

En determinados aspectos, en la presente se describe una molécula sintética, cuya configuracion se ilustra haciendo
referencia a la Figura 7A, que comprende una cadena de un acido nucleico (andamio) y una pluralidad de pares de
parches hibridados a la cadena, en donde cada par de parches comprende un parche “A” y un parche “B”, y, para cada
par de parches, (a) cada parche “A” es un oligonucleétido que comprende una primera region (IP) y una segunda
region (2P), estando la primera region (i) en el extremo alfa del parche “A”, e (ii) hibridado a una primera porcién de la
cadena, estando la segunda regiéon situada (ii) en el extremo beta del parche “A”; (b) cada parche “B” es un
oligonucledtido que comprende una tercera region (3P) y una cuarta region (4P), estando la tercera region (i) en el
extremo alfa del parche “B”, e (ii) hibridada a la segunda region del parche “A”, estando la cuarta region (i) en el
extremo beta del parche “B” e (ii) hibridada a una segunda porcién de la cadena, estando la segunda porcién de la
cadena en el extremo beta de la primera porcion de la cadena, en donde la segunda region o la tercera region
comprenden ademas en su extremo beta o en su extremo alfa, respectivamente, una regién hibridable que no esta
hibridada al parche “B” ni al parche de aleta “A”, respectivamente.

En la molécula sintética de la Figura 7 A, la segunda edicion puede ademas comprender en su extremo beta una region
hibridable que no esta hibridada al parche “B”, como se ilustra en la Figura 7B, o la tercera regién comprende ademas
en su extremo alfa una region hibridable que no esta hibridada al parche “A”, como se ilustra en la Figura 7C.

También se describe una molécula sintética, cuya configuracion se ilustra haciendo referencia a la Figura 7D, que
comprende una cadena de un acido nucleico (andamio) y una pluralidad de parches hibridados a la cadena, en donde
cada par de parches comprende un parche “A” y una parche “B”, en donde, para cada par de parches, (a) cada parche
“A” es un oligonucledtido que comprende una primera region (1P) y un segunda region (2P), estando la primera region
(i) en el extremo alfa del parche “A”, e (ii) hibridada a una primera porcién de la cadena, estando la segunda regioén (ii)
en el extremo beta del parche “A”; (b) cada parche “B” es un oligonucleétido que comprende una tercera region (3P) y
una cuarta region (4P), estando la tercera region (i) en el extremo alfa del parche “B”, e (ii) hibridada a la segunda
region del parche “A”, (i) en el extremo beta del parche “B” e (ii) hibridada a una segunda porcién de la cadena, estando
la segunda porcion de la cadena fijada al primero de la primera porciéon de la cadena, en donde la segunda region
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comprende ademas en su extremo beta una primera region hibridable que no esta hibridada al parche “B”, y en donde
la tercera region comprende ademas en su extremo alfa una segunda region hibridable que no esta hibridada al parche
“p?

En la molécula sintética de la Figura 7B, cada par de parches puede estar fijada a un par de aletas, como se ilustra en
la Figura 7F, en donde cada par de aletas comprende una aleta “A” y una aleta “B”, en donde, para cada par de aletas,
(a) cada aleta “A” es un oligonucleétido que comprende una primera region de aleta (1F) y una segunda region de aleta
(2F); estando la primera region de aleta situada en el extremo alfa de la aleta “A”; estando la segunda region de aleta
(i) situada en el extremo beta de la aleta “A” y (ii) que comprende en su extremo beta una regién hibridable que no esta
hibridada al parche “A”, parche “B” o aleta “B”;e ((b) cada aleta “B” es un oligonucleétido que comprende una tercera
region de aleta (3F), una cuarta region de aleta (4F), y una quinta region de aleta (5F); estando la tercera region de
aleta (i) situada en el extremo alfa de la aleta “B” e (ii) que comprende en su extremo alfa una region hibridable que no
esta hibridada al parche “A”, parche “B” o aleta “A”; estando la cuarta region de aleta (i) situada entre la tercera region
de aleta y la quinta region de aleta e (i) hibridada a la primera region de aleta de la aleta “A”; estando la quinta region
de aleta (i) situada en el extremo beta de la aleta “B”, e (ii) hibridada a la region hibridable de la segunda region del
parche “A”.

En la molécula sintética de la Figura 7C, cada par de parches puede estar fijado a un par de aletas, como se ilustra en
la Figura 7E, en donde cada par de aletas comprende una aleta “A” y una aleta “B”, en donde, para cada par de aletas,
(a) cada aleta “A” es un oligonucleétido que comprende una primera region de aleta (1F), una segunda region de aleta
(2F), y una tercera region de aleta (3F); estando la region de aleta “A” (i) en el extremo alfa de la aleta “A” e (ii)
hibridada a la region hibridable de la tercera region del parche “B”; estando la segunda region de aleta situada entre la
primera region de aleta y la tercera region de aleta; estando la tercera region de aleta (i) situada en el extremo beta de
aleta “A” y (ii) que comprende en su extremo beta una regién hibridable que no esta hibridada al parche “A”, parche “B”
o aleta “B”, y (b) cada aleta “B” es un oligonucleétido que comprende una cuarta region de aleta (4F) y una quinta
region de aleta (5F); estando la quinta region de aleta en (i) situada en el extremo alfa de la aleta “B” e (ii) que
comprende en su extremo alfa una region hibridable que no esta hibridada al parche “A”, parche “B” o aleta “A”;
estando la quinta regién de aleta en (i) situada en el extremo beta de la aleta “B”, € (ii) hibridada a la segunda regién de
aleta de la aleta “A”.

En la molécula sintética de las Figuras 7D y 7E, las aletas divididas pueden estar fijadas a uno (por ejemplo, (10)), o
mas (por ejemplo, (20) y (30)) oligonucledtidos, como se ilustra en la Figura 7G.

Por lo tanto, el uno o mas oligonucledtidos pueden ser fijados en la totalidad o a una porcién de la aleta “A”
individualmente (por ejemplo, (10)), la aleta “B” individualmente (por ejemplo, (30)), o abarcar la totalidad o una porcién
de cada una de las aletas “A” y “B” (por ejemplo, (20)). Es preferente que tales oligonucleotidos estén covalentemente
ligados a uno o monémeros de etiqueta.

Las regiones hibridables de las moléculas sintéticas pueden hibridarse a una pluralidad de oligonucleétidos, cada uno
de ellos ligado, preferentemente ligado de manera covalente, a por lo menos un mondémero de etiqueta, mas
preferentemente a por lo menos cinco monémeros de etiqueta. En determinadas realizaciones, la totalidad de los
oligonucledtidos fijados a un unico par de parches comprenden los mismos mondémeros de etiqueta, por ejemplo,
comprenden monoémeros de etiqueta que emiten luz con la(s) misma(s) longitud(es); en realizaciones especificas, es
preferente que la totalidad de los oligonucleoétidos fijados a por lo menos dos, o por lo menos cuatro, pares de parches
adyacentes comprendan los mismos monémeros de etiqueta. Uno o mas de los oligonucleotidos pueden estar ligados
a por lo menos un rétulo de afinidad.

En determinadas realizaciones preferidas, los monémeros de etiqueta son fluoréforos o puntos cuanticos.

En las moléculas sintéticas descritas en lo que precede, “alfa“puede referirse a sea 50 3’, y “ B” corresponde a 3' 0 5,
respectivamente.

La region de complementariedad en cada par de parches, o entre un parche dado y una aleta correspondiente, es
preferentemente de 20-5.000 nucledtidos. En determinadas realizaciones, el régimen de complementariedad es de
20-100 nucledtidos, o de 5-50 nucledtidos.

En las moléculas sintéticas descritas en lo que precede, cada aleta tiene preferentemente una longitud de 50-5.000
nucledtidos. En determinadas realizaciones, cada aleta es de 50-5.000 nucleétidos de longitud.

Las moléculas sintéticas descritas en lo que precede pueden ademas comprender una region especifica de la diana
que se liga a una molécula diana. La region especifica de la diana puede fijarse en el extremo beta o alfa de la cadena.

En determinadas realizaciones, la molécula sintética descrita arriba comprende por lo menos diez pares de parches, o
por lo menos cincuenta pares de parches.

En las moléculas sintéticas descritas en lo que precede, la cadena, o andamio, puede ser un vector linealizado, tal
como M13 linealizado.
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La molécula sintética descrita arriba puede ademas comprender (a) una primera region de fijacion de etiqueta a la que
se hallan fijados (directa o indirectamente) uno o mas monémeros de etiqueta que emiten luz que constituye una
primera sefial; (b) una segunda region de fijacion de etiqueta, que no se superpone con la primera region de fijacion de
etiqueta, a la que se hallan fijados uno o mas mondmeros de etiqueta que emiten luz que constituye una segunda
sefial; (c) una tercera region de fijacion de etiqueta, que no se superpone a las regiones de fijacion de etiqueta primera
y segunda, a la que se hallan fijados uno o mas monémeros de etiqueta que emiten luz que constituye una tercera
sefial; en donde cada region de fijacion comprende una pluralidad de pares de parches; en donde las sefiales primera
y segunda son espectralmente distinguibles; en donde las sefiales segunda y tercera son espectralmente distinguibles;
en donde las sefial primera y segunda no son especialmente resolubles bajo condiciones que pueden utilizarse para
detectar las sefiales primera, segunda y tercera; en donde las sefales segunda y tercera no son espacialmente
resolubles bajo condiciones y pueden utilizarse para detectar las sefales primera, segunda y tercera; y en donde las
identidades de las sefiales primera, segunda, y tercera y las ubicaciones de las sefiales primera y tercera entre si
constituyen por lo menos parte de un cédigo que identifica la molécula diana.

5.4 Monémeros de etiqueta

El nanoindicadores puede etiquetarse con cualquiera de entre una variedad de monémeros de etiqueta, tales como un
radiois6topo, fluorcromo, tinte, enzima, nanoparticula, marcador qumioluminiscente, biotina, u otro mondémero
conocido en la especialidad que puede detectarse directamente (por ejemplo, mediante emision de luz) o
indirectamente (por ejemplo, mediante la ligacién de un anticuerpo fluorescentemente etiquetado). En términos
generales, una o mas de las regiones de fijacion de etiqueta en el nanoindicador se etiqueta con uno o mas
monomeros de etiqueta, y las sefiales emitidas por los mondmeros de etiqueta fijados a las regiones de fijacion de
etiqueta de un nanoindicador constituye un codigo que identifica la diana a la que se liga la region especifica para la
diana del nanoindicador. En determinadas realizaciones, la falta de una sefial dada desde la region de fijacion de
etiqueta (es decir, una mancha “oscura”) también puede constituir parte del cédigo de nanoindicador. Un ejemplo de
una mancha oscura se ilustra en la posicién 12 del nanoindicador en la Figura 1 A.

Los radiois6topos son un ejemplo de monémeros de etiqueta quien pueden utilizarse.

Son varios los radioisétopos que J)ueden utlllzarse como mondémeros de etiqueta para etiquetar nucleétidos o
proteinas, e incluyen, por ejemplo, ?p, 3p, ¥g, 3, y . Estos radioisétopos tienen diferentes semividas, tipos de
desintegracion, y nlveles de energia que pueden ajustarse para satisfacer las necesidades de un experimento en
particular. Por ejemplo ®H es un emisor de baja energia que resulta en bajos niveles de segundo plano; sin embargo
esta baja energia también resulta en prolongados periodos de tiempo para la autorradiografia. En el comercio pueden
obtenerse ribonucledtidos, desoxirribonucleétidos y aminoacidos etiquetados. Se dispone de nucledtidos que estan
radiactivamente ethuetados en el prlmer grupo, o en un grupo fosfato, o en el tercer grupo, o grupo fosfato. Por
ejemplo, tanto [cx- P] dATP como [y - P] dATP pueden obtenerse en el comercio. Ademas, diferentes actividades
especificas para nucleétidos radiactivamente etiquetados también pueden obtenerse en el comercio y se los puede
ajustar por diferentes experimentos.

Otro ejemplo de mondmeros de etiqueta que pueden utilizarse son los fluoréforos. Varios fluoréforos pueden utilizarse
como monomeros de etiqueta para etiquetar nucleétidos e incluyen por ejemplo fluoresceina, tetrametilrodamina, y
Texas Red. Se conocen varios fluoréforos diferentes, y se siguen produciendo, que abarca la totalidad del espectro.

Asimismo, se han producido diferentes formulaciones del mismo fluoréforo para diferentes aplicaciones. Por ejemplo,
la fluoresceina puede utilizarse en su forma de isotiocinanato (FITC), como isémero mixto o como formas isoméricas
de carboxifluorescein succinimidil éster (FAM), o como formas isoméricas diclorotriazina de fluoresceina (DTAF).
Estos mondémeros son quimicamente distintos entre si, pero emiten luz con un pico entre 515 y 520 nm, por lo que
generan una sefal similar. Ademas de las modificaciones quimicas de fluoresceina, se han sintetizado fluoréforos
completamente diferentes que tienen picos de mision igual es un similares a los de la fluoresceina. Por ejemplo, el tinte
Oregon Green tiene una excitacion virtualmente superimponible y un espectro de emisiéon comparable con la de la
fluoresceina. Otros fluoréforos tales como Rhodol Green y Rhodamine Green presentan pequefias diferencias en
cuanto al corrimiento de sus picos de emisién por lo que también funcionan funcionalmente como sustitutos de la
fluoresceina. Ademas, se han desarrollado diferentes formulaciones o tintes relacionados centrados en otros
fluoréforos que emiten luz en otras partes del espectro.

También se dispone de monémeros no radioactivos y no fluorescentes. Por ejemplo, la biotina puede fijarse
directamente a los nucledtidos y detectarse mediante ligacion de afinidad especifica y elevada a la avidina o
estreptavidina a la que ha sido acoplada quimicamente a una enzima que cataliza una reaccién colorimétrica (tal como
fosfatasa, luciferasa, o peroxidasa). Los nucledtidos etiquetados con digoxigenina también pueden utilizarse de
manera similar para la detecciéon no isotépica de acidos nucleicos. En el comercio se dispone de nucledtidos
biotinilados y etiquetados con digoxigenina.

También es posible utilizar particulas muy pequefas, denominadas nanoparticulas, como monémeros de etiqueta
para etiquetar acidos nucleicos. El tamafio de estas particulas puede variar entre 1 a 1.000 nm e incluyen diversas
estructuras quimicas tales como particulas de oro y plata y puntos cuanticos.
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Cuando se las irradia con luz blanca angularmente incidente, las nanoparticulas de plata y oro con un tamafio de entre
40 y 120 nm dispersaran la luz monocromatica con una elevada intensidad. La longitud de onda de la luz dispersada
depende del tamafio de la particula. De cuatro a cinco de particulas diferentes en estrecha proximidad dispersaran la
luz monocromatica, lo que, cuando se superpone, resultara en un color especifico Unico. Las particulas son fabricadas
por compaiiias tales como Genicon Sciences. Las particulas de plata u oro derivados pueden ser fijados a un amplio
espectro de moléculas que incluyen proteinas, anticuerpos, pequefias moléculas, ligandos de receptor, y acidos
nucleicos. Por ejemplo, la superficie de la particula puede derivarse quimicamente para permitir su fijacion a un
nucledtido.

Otro tipo de nanoparticula que puede utilizarse como un monémero de etiqueta son los puntos cuanticos. Los puntos
cuanticos son cristales fluorescentes con un dia de 1 a 5 nm que pueden excitarse mediante una amplia gama de
longitudes de onda de luz. Estos cristales emiten luz, tal como luz monocromatica, con una longitud de onda que
depende de su composicion y uso. Los puntos cuanticos tales como CdSe, ZnSe, InP, o InAs poseen propiedades
opticas unicas en su género.

Es posible crear muchas docenas de clases de particulas de acuerdo con el nimero de clases de tamafio de los
cristales de punto cuantico. Las clases de tamafio de los cristales se crea sea: 1) mediante un estrecho control de los
parametros para la formacion de cristales para crear una clase de tamafo deseada para las particulas; o 2) mediante
la creacion de lotes de cristales bajo parametros laxos para la formacién de cristales, seguido por seleccion de acuerdo
con el tamafio y/o longitudes de onda de emision deseados. La utilizacion de puntos cuanticos para etiquetar
particulas, en el contexto de la presente invencién, es nuevo, pero es antiguo en la técnica de los semiconductores.
Dos ejemplos de referencias anteriores en los que hay puntos cuanticos embebidos dentro de capas epitaxiales de
silicona intrinsecos de dispositivos emisores/detectores de luz son las Patentes US N.°s 5.293. 050 y 5.354.707
asignadas a Chappie Sokol, et al..

En realizaciones especificas, una o mas de las regiones de fijacion de etiqueta en el nanoindicador estan etiquetas con
uno o mas tintes emisores de luz, y cada regién de fijacion de etiqueta contiene, directa o indirectamente, uno o mas
mondmeros de etiqueta. La luz emitida por los tintes puede ser luz visible o luz invisible, tal como luz ultravioleta o luz
infrarroja. En realizacion dadas como ejemplos, el tinte es un tinte de tipo FRET (fluorescence resonance energy
transfer, transferencia de energia de resonancia por fluorescencia); un tinte de santefio, tal como fluoresceina y
rodamina; un tinte que tiene un grupo amino en la posicion alfa o beta (tal como un tinte de naftilamina,
1-dimetilaminonaftil-5-sulfonato, 1-anilino-8-naftaleno sulfonato y 2-p-touidinil-6-naftalen sulfonato); un tinte que tiene
una 3-fenil-7-isocianatocumarina; una acridina, tal como 9-isotiocianatoacridina y acridina naranja; un pireno, un
bensoxadiazol y un stilbeno; un tinte que 3-(s-carboxipentil)-3'-etil-5,5'-dimetiloxacarbocianina (CYA); 6-carboxi

fluoresceina (FAM); 5&6-carboxirodamina-110 (R110); 6-carboxirodamina-6G (R6G);
N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA); 6-carboxi-X-rodamina (ROX);
6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE); ALEXA Fluor™; Cy2; Texas Red y Rhodamine Red;
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; y 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 mondémeros de etiqueta pueden incorporarse en un nanoindicador en diferentes etapas de su ensamble, o en un
componente (por ejemplo, una “aleta” del nanoindicador antes de su ensamble en el nanoindicador).

Un mondmero de etiqueta puede fijarse directamente a un nucledtido para lo cual se utilizan métodos bien conocidos
en la técnica. También es posible modificar los nucleétidos quimicamente o derivarselos para su fijacion a un
monomero de etiqueta. Por ejemplo, es posible fijar un mondmero fluorescente tal como una molécula de fluoresceina
a dUTP (desoxiuridina-trifosfato) para lo cual se utiliza un grupo aminoalquinilo de cuatro atomos. Cada mondmero de
etiqueta se fija a un nucledtido que constituye un complejo: monémero de etiqueta-nucledétido.

Este complejo: mondmero de etiqueta-nucledtido puede incorporarse en acidos nucleicos (por ejemplo, un parche de
ADN o un oligonucleétido de deteccion) de diversas maneras. Por ejemplo, es posible incorporar un complejo:
mondmero de etiqueta-nucledtido en solamente una ubicacion dentro de un acido nucleico o en dos o mas ubicaciones
dentro de un acido nucleico.

Se dispone de fluoréforos amina-reactivos y tiol-reactivos, y se los utiliza para etiquetar nucleétidos y biomoléculas. En
términos generales, los nucledtidos se etiquetan fluorescententemente durante su sintesis quimica, por ejemplo, la
incorporacion de aminas o tioles durante las sintesis de los nucledtidos permite la adicién de fluoréforos. Los
nucledtidos etiquetados fluorescentemente pueden encontrarse en el comercio. Por ejemplo, se dispone de uridina y
de trifosfatos de desoxiuridina que estan conjugados a diez fluoréforos que abarcan el espectro.

Es posible fijar en primera instancia un nucleétido a un mondémero de etiqueta y a continuacion incorporarselo en un
acido nucleico. Como alternativa, es posible etiquetar un acido nucleico existente fijando un monémero de etiqueta a
un nucledtido dentro del acido nucleico. Por ejemplo es posible incorporar nucledsidos UTP aminoallil- (“AA-")
modificados en el producto de ARN durante la transcripcion. En diversas realizaciones, 20% o mas de los nucleétidos
UTP en una reaccion de transcripcion para generar partes de ARN han sido modificados por AA. En diversas
realizaciones, aproximadamente 20%-100%, 20%-80%, 30-80%, 40-60% o 50%-75% de UTPs en una reaccion de
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transcripcion estan modificados por AA, en una realizacion preferida, aproximadamente 50% de los UTPs en una es la
transcripcion estan modificados en AA.

Ademas, por ejemplo, es posible encontrar diferentes tipos de complejos: monémero de etiqueta-nucledtido en un
acido nucleico individual, en donde uno de los componentes del codigo de nanoindicador comprende mas de un tipo de
sefal.

Los tintes fluorescentes que pueden ligarse directamente a nucleétidos también pueden utilizarse como mondémeros
de etiqueta. Por ejemplo, FAM, JOE, TAMRA, y ROX son tintes fluorescentes aminorreactivos que han sido fijados a
nucledtidos y que se utilizan en el secuenciacién automatizado de ADN. Estos nucledtidos fluorescentemente
etiquetados, por ejemplo ROX-ddATP, ROX-ddCTP, ROX-ddGTP y ROX-ddUTP, se encuentran disponibles en el
comercio.

Otros tipos de mondmeros de etiqueta que pueden utilizarse para etiquetar un nanoindicador son los puntos cuanticos.
Debido a su tamafio muy pequefio los puntos cuanticos pueden acoplarse en los oligonucleétidos directamente sin
afectar la solubilidad ni utilizacion del oligonucledtido. En una realizacion preferida, solamente una molécula de
oligonucledtido se acopla a cada nanoparticula. Para sintetizar un complejo: oligonucleétido- nanoparticula en una
relacion 1:1 mediante quimica de lote convencional, tanto el oligonucleétido como la nanoparticula requieren un unico
grupo reactivo de diferentes tipos que pueden hacerse reaccionar entre si. Por ejemplo, si un oligonucledtido tiene un
grupo amino y una nanoparticula tiene un grupo aldehido, estos grupos pueden reaccionar entre si de manera de
formar una base de Schiff. Es posible derivar un oligonucleétido para fijar un Unico grupo amino u otro grupo funcional
utilizando métodos quimicos bien conocidos de la técnica. Sin embargo, si se deriva una nanoparticula, se lo recubre
con un reactivo quimico siendo el resultado del reconocimiento de la superficie entera con diversos grupos funcionales.

En la presente se describe un método para acoplar un oligonucleétido a una nanoparticula mediante el acoplamiento
quimico del oligonucledtido sobre una superficie sélida tal como el soporte de vidrio utilizado para la sintesis de los
oligonucledtidos.

Por ejemplo, es posible utilizar resinas disponibles en el comercio para la sintesis de los oligonucledtidos tales como
vidrio poroso controlado por alquilamino de cadena larga (Icaa CPG, long chain alquilamino controlled pore glass).

Como alternativa, es posible utilizar una superficie plana tal como un slide de microscopio derivado. La densidad de
superficie de las cadenas de oligonucleotidos nacientes deberia ser menor que el diametro de la nanoparticula. Esto
puede lograrse sea seleccionando un soporte de vidrio con una baja densidad de los grupos reactivos, o mediante la
utilizacion de un reactivo diluido para la primera etapa de la sintesis del oligonucleétido de manera tal que la superficie
no se sature. Otro punto a tener en cuenta cuando se utilicen las matrices de vidrio estandar para la sintesis de los
oligonucledtidos consiste en utilizar poros con un diametro superior al diametro de la nanoparticula, a efectos de
asegurar el flujo de los reactivos. Por ejemplo, es posible sinterizar un oligonucleétido en una base diluida con respecto
al soporte sélido, por ejemplo, un décimo de una sintesis normal, para asegurar una buena separacion de los
oligonucledtidos sobre el soporte de vidrio. Una vez que el oligonucledtido se haya sintetizado mediante un grupo
reactivo funcional, por ejemplo, un grupo amino, se hacen pasar las nanoparticulas derivadas sobre el soporte de
vidrio para que reaccionen con los oligonucleétidos. Es posible elegir un soporte de vidrio con poros suficientemente
grandes para obtener una obturacién por las nanoparticulas. Por ejemplo, pueden utilizarse poros con un tamafio de
aproximadamente 200 nm. Una vez que se haya completado la reaccién, es posible bloquear los grupos de la
nanoparticula que hayan quedado sin reaccionar, y desacoplar los complejos del soporte de vidrio.

5.5 El cédigo del nanoindicador
5.5.1 Nanoindicadores duales

Un nanoindicador cuyos componentes existen en dos entidades moleculares se conoce como un nanoindicador dual.
En un nanoindicador dual, generalmente cada componente contiene una secuencia especifica para la diana, que
mejora la especificidad de la cinética de unién del nanoindicador a su diana. Las dos secuencias especificas para la
diana diferentes se disefian o seleccionan de modo que cada una reconoce una porcién diferente de una molécula
diana.

Las Figuras 1A-1C ilustran métodos descritos que implican nanoindicadores duales. En las Figuras 1A y 1B, cada uno
de los dos componentes del nanoindicador esta marcado, de tal manera que el codigo espectral del nanoindicador se
forma solo cuando los dos componentes del nanoindicador se combinan después de la unién del nanoindicador dual a
su molécula diana. Sin embargo, en un nanoindicador dual, no es necesario que ambos componentes estén marcados.
Por ejemplo, como se representa en la Figura 1C, un componente de un nanoindicador dual esta marcado con el
cédigo nanoindicador, y el otro componente esta unido a una etiqueta de afinidad (flecha) que es util para inmovilizar el
nanoindicador para la extension y visualizacion.

5.5.2 Registros

El término "registro” se refiere a un conjunto de regiones de unién de etiqueta alternadas (cada dos). Los registros son
utiles cuando es deseable marcar regiones de union de etiqueta adyacentes sin una region espaciadora y donde la
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sefial que emana de las regiones de unién de etiqueta adyacentes no se puede resolver espacialmente usando el
método de deteccion deseado. De este modo, las sefiales detectadas con el uso de un registro son las que forman las
regiones de union de etiquetas alternadas, mas que adyacentes. Las sefiales detectadas a partir de una pluralidad de
registros (por ejemplo, que juntas son todas las regiones de union de etiqueta) se pueden combinar para formar un
codigo de nanorregistro. Generalmente, cuando se usan registros, las regiones de uniéon de etiquetas adyacentes
estan marcadas con mondmeros marcadores espectralmente distinguibles.

Los ejemplos de registros se ilustran en las Figuras 3 y 5. Por ejemplo, en las Figuras 3A-3B, existen ocho regiones de
unién de etiqueta 1-8. Las regiones de union de etiqueta alternadas 1, 3, 5 y 7 forman un registro, y regiones de unién
de etiqueta 2, 4, 6 y 8 forman otro registro. En la Figura 3 A, solo uno de los registros (1, 3, 5y 7) esta marcado; en la
Figura 3B, ambos registrados estan marcados.

5.6 Etiquetas de afinidad

Se puede usar una variedad de etiquetas de afinidad conocidas en la técnica para purificar y/o inmovilizar
nanoindicadores. Cuando se usa una etiqueta de afinidad para inmovilizar un nanoindicador con el propodsito de
deteccion o formacion de imagenes, se puede denominar en la presente como un "anclaje". En una realizacion
preferida, un anclaje de biotina esta unido al nanoindicador, lo que permite la inmovilizacion del nanoindicadores en un
portaobjeto recubierto con estreptavidina.

A continuacioén se proporcionan ejemplos no limitantes de etiquetas de afinidad adecuadas. Se debe entender que la
mayoria de las etiquetas de afinidad pueden servir para fines duales: tanto como anclajes para la inmovilizaciéon de los
nanoindicadores y etiquetas para la purificacion de los nanoindicador (ensamblados total o solo parcialmente) o sus
componentes.

En ciertas realizaciones, la etiqueta de afinidad es un monémero de proteina. Los ejemplos de monémeros de proteina
incluyen pero sin limitacion, las regiones constantes de la inmunoglobulina (ver Petty, 1996, Metal-chelate affinity
chromatography, en Current Protocols en Molecular Biology, Vol. 2, Ed. Ausubel etal., Greene Publish. Assoc. & Wiley
Interscience), glutation S-transferasa (GST; Smith, 1993, Methods Mol. Cell Bio. 4:220-229), la proteina de unién a
maltosa de E. coli (Guan et al, 1987, Gene 67:21-30), y varios dominios de union a celulosa (Patentes U.S. Nros
5.496.934, 5.202.247, 5.137.819, Tomme et al., 1994, Protein Eng. 7: 117-123), etc. Otras etiquetas de afinidad son
reconocidas por los compaferos de unién especificos y por lo tanto facilitan el aislamiento y la inmovilizacion por
afinidad de unién al compariero de unién, que se puede inmovilizar sobre un soporte sélido. Por ejemplo, la etiqueta de
afinidad puede ser un epitopo, y el compafiero de unién un anticuerpo. Los ejemplos de tales epitopos incluyen pero
sin limitacion, el epitopo FLAG, el epitopo myc en los aminoacidos 408-439, el epitopo de hemaglutinina del virus de la
gripe (HA) o digoxigenina (DIG). En ofras realizaciones, la etiqueta de afinidad es una secuencia de proteina o
aminoacidos que es reconocida por otra proteina o aminoacido, por ejemplo la avidina/estreptavidina y la biotina.

En ciertos casos, la etiqueta de afinidad se puede usar para marcar un nanoindicador ademas de purificar o inmovilizar
el nanoindicador. Como se apreciara por los expertos en la técnica, se pueden usar muchos métodos para obtener la
region codificadora de las etiquetas de afinidad, que incluyen, pero sin limitacion, clonacién de ADN, amplificacion de
ADN y métodos sintéticos. Algunas de las etiquetas de afinidad y reactivos para su deteccion y aislamiento estan
disponibles en el comercio.

5.7 Secuencias especificas de la diana

El término “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 une al andamio de nanoindicador. La
secuencia especifica de la diana generalmente es una secuencia de aminoacidos (es decir, una secuencia de
polipéptidos o péptidos) o una secuencia de acidos nucleicos. 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
anticuerpo, tal como un fragmento Fab' de anticuerpo, un anticuerpo Fv de cadena unica.

La secuencia especifica de la diana es con preferencia a secuencia de acidos nucleicos, y con maxima preferencia
dentro de un oligonucledtido que esta unido de modo covalente (por ejemplo, por ligamiento) o unido de modo no
covalente (por ejemplo, por hibridacion) al andamio del nanoindicador. Una secuencia de acidos nucleicos especifica
de la diana con preferencia tiene al menos 15 nucledtidos de longitud, y con mas preferencia tiene al menos 20
nucledtidos de longitud. En realizaciones especificas, la secuencia especifica de la diana tiene aproximadamente
10-500, 20-400, 30-300, 40-200, o 50-100 nucleodtidos de longitud. En ofras realizaciones, la secuencia especifica de la
diana tiene aproximadamente 30-70,40-80, 50-90, o 60-100, 30-120, 40-140, o 50-150 nucledtidos de longitud.

5.8 Moléculas diana

El término molécula diana se refiere a una molécula que se detecta o mide mediante la unién de un nanoindicador
marcado cuya secuencia especifica de la diana reconoce (son comparieros de union especificos a estas). Una
molécula diana puede ser, pero sin limitacion, cualquiera de los siguientes: ADN, ADNc, ARN, ARNm, péptido, un
polipéptido/proteina (por ejemplo, una proteina bacteriana o viral o un anticuerpo), un lipido, un carbohidrato, una
glicoproteina, un glicolipido, una molécula pequefia, un monémero organico o un farmaco. Generalmente, una
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molécula diana es una molécula natural o un ADNc de una molécula natural o el complemento de dicho ADNc.

Una molécula diana puede ser parte de una muestra biomolecular que contiene otros componentes o puede ser el
componente Unico o principal de la muestra. Una molécula diana puede ser un componente de una célula o tejido
entero, un extracto de célula o tejido, un lisado fraccionado de esto o una molécula sustancialmente purificada. La
molécula diana se puede unir en solucion o en fase sélida, que incluye, por ejemplo, a una superficie sélida tal como un
chip, micromatriz y o una perla. Ademas, la molécula diana puede tener una estructura o secuencia conocida o
desconocida.

En ciertas realizaciones especificas, esta molécula diana no es un cromosoma. En otras realizaciones especificas, la
molécula diana es no mayor de 1.000 kb (o 1 mb) de tamafio, no mayor de 500 kb de tamafio, no mayor de 250 kb de
tamafio, no mayor de 175 kb de tamafio, no mayor de 100 kb de tamafio, no mayor de 50 kb de tamafio, no mayor de
20 kb de tamario, o no mayor de 10 kb de tamafio. En aun otras realizaciones especificas, la molécula diana se aisla de
su medio celular.

En realizaciones especificas no limitantes, la molécula diana es un antigeno tal como alfa-fetoproteina, alfa-1
antitripsina, a-2 macroglobulina, adiponectina, apoliproteina-A-1, apoliproteina-Clll, apoliproteina-H, BDNF, (3-2
microglobulina, proteina C reactiva, calcitonina, antigeno de cancer 19-9, antigeno de cancer 125, CEA, CD 40,
ligando de CD40, complemento 3, CK-MB, EGF, ENA-78, endotelina-1, enrage, eotaxina, eritropoyetina, Factor VII,
FABP, ferritina, FGF basico, fibrinégeno, G - CSF, GST, GM - CSF, hormona del crecimiento, haptoglobina, ICAM-1,
IFN-gamma, IgA, IgE, IGF-1, IgM, IL-la, IL-Ip, IL-Ira, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 p40, IL-12 p70,
IL-13, IL-15, IL-16, insulina, leptina, lipoproteina (a), Linfotactina, MCP-1, MDC, MIP-la, MIP-ip, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, mieloperoxidasa, mioglobina, PAI-1, PAP, PAPP-A, SGOT, SHBG, PSA (libre), RANTES, amiloide sérico P,
factor de células madre, TBG, trombopoyetina, TIMP-1, factor tisular, TNF-a, TNF-p, TNF RIl, TSH, VCAM-1, VEGF, o
vWF.

En algunas realizaciones, la molécula diana es una molécula relacionada con la autoinmunidad tal como ASCA,
glicoproteina p-2, Clg, Prot. B centromero, colageno tipo 1, colageno tipo 2, colageno tipo 4, colageno tipo 6, Cyto
P450, ADN ds, histona, histona HI, histona H2A, histona H2B, histona H3, histona H4, HSC-70, HSP-32, HSP HSP-90,
HSP-90P, insulina, JO-1, mitocondrial, mieloperoxidasa, células de islotes pancreaticos, PCNA, PM-1, PR3, P
ribosdmico, RNP-A, RNP-C, RNP, Sel-70, Smith, SSA, SSB, T3, T4, tiroglobulina, tTG, (enfermedad celiaca), o
microsoma tiroideo.

En algunas realizaciones, la molécula diana es un componente aislado de una enfermedad infecciosa, tal como toxina
de colera, toxina de cdlera P, Campilobacter jejuni, Citomegalovirus, toxina de difteria, Epstein-Barr NA, Epstein-Barr
EA, Epstein-Barr VGA, Heliobacter pilori, nucleo de HBV, envoltura del VHB, HBV de superficie (Ad), HBV de
superficie(Ay), nucleo de HCV, HCV NS3, HCV NS4, HCV NS5, hepatitis A, hepatitis D, HEV orf2 3KD, HEV orf2 6 KD,
HEV orf 3KD, HIV-1 p24, HIV-1 gp41, HIV-1 gpl20, HPV, HSV-1/2, HSV-1 gD, HSV-2 gD, HTLV-1/2, gripe A, gripe A
H3NZ2, gripe B, Leishmania donorani, enfermedad de Lyme, paperas, M. pneumonia, M. tuberculosis, parainfluenza 1,
parainfluenza 2, parainfluenza 3, virus de polio, RSV, Rubedla, estreptolisina O, toxina tetanica, T. pallidum 15kD, T.
pallidum p47, T. cruzi, Toxoplasma, Varicella zoster.

5.9 Poblaciones de nanoindicadores

En la presente también se describen poblaciones de nanoindicadores o unidades de etiqueta de nanoindicadores, por
ejemplo bibliotecas de nanoindicadores o unidad de etiqueta de nanoindicador, que contienen al menos 10, al menos
15, al menos 20, al menos 25, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 75, al menos 100, al menos 200, al
menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 750, o al menos 1.000 nanoindicadores o unidades de etiqueta de
nanoindicador Unicos, respectivamente. Como se usa en la presente, “Unico” cuando se usa en referencia a un
nanoindicador o unidades de etiqueta de nanoindicador dentro de una poblacién significa un nanoindicador o unidad
de etiqueta que tiene un codigo que lo distingue de otros nanoindicadores o unidades de etiqueta de la misma
poblacién.

En variantes especificas, la poblaciones de nanoindicadores contienen al menos 590, al menos 10.000, al menos
20.000 o al menos 50.000 nanoindicadores o unidades de etiqueta de nanoindicador Unicos. Los nanoindicadores en
una poblaciéon de nanoindicadores pueden ser nanoindicadores singulares, nanoindicadores duales, o una
combinacién de estos. Los nanoindicadores pueden estar marcados o no marcados.

El tamafio de una poblacion de nanoindicadores y la naturaleza de las secuencias especificas de la diana de los
nanoindicadores dentro de estos dependera del uso deseado del nanoindicador. Se pueden obtener poblaciones de
nanoindicadores en las que la secuencias especificas de la diana corresponden a los marcadores de un tipo celular
dado, que incluyen un tipo celular enfermo. En ciertas realizaciones, se generan poblaciones de nanoindicadores en
las que las secuencias especificas de la diana representan al menos 0,1%, al menos 0,25%, al menos 0,5%, al menos
1%, al menos 2%, al menos 3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos
25%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, o al menos 70% del tipo diferente de transcriptos en
una célula. En ciertas realizaciones, se generan poblaciones de nanoindicadores en las que las secuencias
especificas de la diana representan al menos 0,1%, al menos 0,25%, al menos 0,5%, al menos 1%, al menos 2%, al
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menos 3%, al menos 4%, al menos 5%, al menos 10%, al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%,
al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, o al menos 70% de los diferentes genes en una célula. En aun otras
realizaciones, se generan poblaciones de nanoindicadores en las que al menos algunas de las secuencias especificas
de la diana representan transcriptos raros en una célula o tejido. Tales poblaciones de nanoindicadores con
preferencia representan al menos 5 transcriptos raros. En realizaciones especificas, tales poblaciones de
nanoindicadores representan al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40 o al menos 50 transcriptos raros. En
una realizacion especifica, la célula o tejido es una célula o tejido de mamifero, y con mas preferencia es una célula o
tejido humano.

En ciertas realizaciones, la poblacion de nanoindicadores es una poblacion de nanoindicadores de diagndstico o
prondstico. Por ejemplo, se puede generar una poblacion de nanoindicadores de diagndstico que sea util para el
analisis de productos sanguineos, en los que las secuencias especificas de la diana se unen a los acidos nucleicos de
virus contaminantes tales como la hepatitis B, hepatitis C y el virus de la inmunodeficiencia humana. Alternativamente,
la poblacion de nanoindicadores de diagnéstico puede contener secuencias especificas de la diana que corresponden
a marcadores de enfermedades celulares, tales como antigenos tumorales. Las poblaciones de nanoindicadores
prondsticos generalmente incluyen marcadores especificos de la diana que representan etapas diferentes de una
enfermedad dada tal como cancer. Mediante la seleccion de las secuencias especificas de la diana apropiadas, se
puede usar una poblacién de nanoindicadores tanto para diagnosticar como para pronosticar la enfermedad.

5.10 Muestras biomoleculares

Los nanoindicadores se pueden usar para detectar moléculas diana en cualquier muestra biomolecular. Como sera
apreciado por los expertos en la técnica, la muestra puede comprender cualquier nimero de cosas, que incluyen, pero
sin limitacion, células (que incluyen células primarias y lineas celulares cultivadas), tejidos y fluidos corporales (que
incluyen, pero sin limitacion, sangre, orina, suero, linfa, bilis, liquido cefalorraquideo, fluido intersticial, humor acuoso o
vitreo, calostro, esputo, liquido amnidtico, saliva, secreciones anal y vaginal, transpiracion y semen), un transudado,
un exudado (por ejemplo, fluido obtenido de un absceso o de cualquier otro sitio de infeccion o inflamacion) o fluido
obtenido de una articulacion (por ejemplo, una articulacion normal o una articulacion afectada por una enfermedad tal
como artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artritis séptica) de practicamente cualquier organismo, se prefieren las
muestras de mamiferos y se prefiere particularmente las muestras humanas; muestras ambientales (que incluyen,
pero sin limitacién, muestras de aire, agricolas, agua y suelo); muestras de agentes de guerra bioldgica; muestras de
investigacion que incluyen fluidos extracelulares, sobrenadantes extracelulares de cultivos celulares, cuerpos de
inclusiodn en bacterias, compartimentos celulares, periplasma celular, compartimiento de mitocondrias, etc.

Las muestras biomoleculares se pueden derivar indirectamente de especimenes bioldgicos. Por ejemplo, cuando la
molécula diana de interés es un transcripto celular, por ejemplo, un ARN mensajero, la muestra biomolecular de la
invencion puede ser una muestra que contiene ADNc producido por una transcripcion inversa de ARN mensajero. En
otro ejemplo, la muestra biomolecular de la invencion se genera sometiendo una muestra biolégica al fraccionamiento,
por ejemplo, fraccionamiento de tamafio o fraccionamiento de membrana.

Las muestras biomoleculares pueden ser "nativas", es decir, no sujetas a manipulacién o tratamiento, o "tratadas", que
pueden incluir cualquier nimero de tratamientos, que incluyen exposicion a agentes candidatos que incluyen
farmacos, ingenieria genética (por ejemplo, la adicion o supresion de un gen), etc.

5.11 Separaciéon de monémeros marcadores

Ademas de detectar una sefal total generada a partir de un nanoindicador marcado, la invencion proporciona la
determinacion de la localizacion espacial de las sefiales que emanan de los mondmeros marcadores (es decir,
manchas) en un nanoindicador, cada mancha representa la sefial agregada de los monémeros marcadores unidos a
una region de unién de etiqueta dada. Un mancha puede contener sefiales de la misma longitud de onda o de
diferentes longitudes de onda. En consecuencia, la naturaleza de las manchas en un nanoindicador y su ubicacion
constituye el codigo del nanoindicador.

Cualquiera de una variedad de medios se puede utilizar para "extender" el nanoindicador para separar los manchas
individuales. Por ejemplo, un nanoindicador se puede extender usando una técnica de extension de flujo (Henegariu et
al, 2001, Biotechniques 31: 246-250), una técnica de menisco de retroceso (Yokota et al., 1997, Nuc Acids Res. 25:
1064-1070) o una técnica de electroextension (Matsuura et al., 2001, Nuc. Acids Res. 29: E79).

El uso de técnicas de extension de flujo, menisco de retroceso o electro-extension permite la separacion de las
regiones de union de etiqueta dentro de un nanoindicador de manera que se pueda determinar espacialmente dénde
se ubica una sefal particular en el nanoindicador. Por lo tanto, los nanoindicadores Unicos que tienen la misma
combinacién de monémeros marcadores y la misma sefal total se pueden diferenciar entre si sobre la base de la
ubicacion de los monémeros marcadores dentro del nanoindicador.

Esta capacidad para localizar la posicién de una regién o mancha de union de etiqueta dentro de un nanoindicador
permite que la posicion de la sefial emitida por los mondmeros marcadores en cada region de unién de etiqueta se use
como una caracteristica distintiva cuando se genera un conjunto de nanoindicadores Unicos. Por lo tanto, se puede
generar un conjunto complejo de nanoindicadores usando la misma combinacion de monémeros marcadores de
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partida mediante la variacién de las posiciones de los monémeros marcadores dentro de un nanoindicador.

Antes de extender un nanoindicador, es preferente inmovilizar el nanoindicador a una superficie sélida usando una
etiqueta de afinidad, como se describe en la Seccién 5.6 anterior. En ciertos aspectos de la invencion, un extremo de
un nanoindicador se inmoviliza, ya sea a través de la unidon especifica o no especifica a una superficie sdlida, el
nanoindicador se extiende, y luego el otro extremo del reportero se inmoviliza, ya sea a través de una union especifica
0 no especifica a una superficie sélida. Por consiguiente, el nanoindicador se "congela" en su estado estirado, o
extendido, para facilitar la resolucion del cédigo de los nanoindicadores mediante la deteccion y/o visualizacion de
imagenes de las sefiales emitidas por los monémeros marcadores unidos a un nanoindicador y sus posiciones
relativas entre si. Estos aspectos de la invencidon se describen a continuacion.

5.12 Nanoindicadores

En los métodos, los nanoindicadores son ciertos tipos de macromoléculas. En ciertas realizaciones, la macromolécula
es una macromolécula que es capaz de extenderse en los métodos de la invencion. En ciertas realizaciones, la
macromolécula es capaz de ser inmovilizada en una o dos porciones como se describe en las secciones siguientes.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador es un polisacarido, un polipéptido o un polinucleétido. Los polinucleétidos
utiles incluyen acidos ribonucleicos, acidos desoxirribonucleicos y otros polinucleétidos conocidos por los expertos en
la técnica.

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

El nanoindicador puede ser un nanoindicador nativo como es entendido por los expertos en la técnica, o el
nanoindicador puede ser un nanoindicador no nativo. En ciertas realizaciones, cuando el nanoindicador es un
polipéptido, el nanoindicador puede comprender solo aminoacidos naturales, o el nanoindicador puede comprender
aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales. Los otros aminoacidos pueden ser cualquiera de los aminoacidos,
o derivados o analogos de estos, conocidos por los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, cuando el
nanoindicador es un polinucleétido, el polinucleétido puede comprender solo nucleétidos naturales, o el polinucleétido
puede comprender nucleétidos naturales y nucleétidos no naturales. En ciertas realizaciones, cuando el nanoindicador
es a polisacarido, el polisacarido puede comprender solo sacaridos naturales, o el polisacarido puede comprender
sacaridos naturales y sacaridos no naturales. En ciertas realizaciones, los polimeros pueden comprender solo
mondmeros no naturales. En realizaciones adicionales, el nanoindicador puede comprender una pluralidad de clases
de mondémeros, tales como aminoacidos, nucledétidos y/o sacaridos.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende solo una cadena de mondmeros ligados covalentemente
primaria. Por ejemplo, cuando el nanoindicador es un polipéptido, en ciertas realizaciones, el nanoindicador
comprende solo una cadena de aminoacidos primaria. Cuando el nanoindicador es un polinucleétido, en ciertas
realizaciones, el nanoindicador es de cadena simple. En realizaciones adicionales, el nanoindicador comprende dos
cadenas de monoémeros ligados covalentemente primarias. Por ejemplo, cuando el nanoindicador es un polipéptido, en
ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende dos cadenas de aminoacidos primarias. Cuando el nanoindicador
es un polinucledétido, en ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende dos cadenas de polinucleétido; en ciertas
realizaciones, el nanoindicador puede ser de cadena doble, en parte o en su totalidad. En realizaciones adicionales, el
nanoindicador comprende tres o mas cadenas de mondmeros ligados covalentemente primarias. Por ejemplo, cuando
el nanoindicador es un polipéptido, en ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende tres cadenas de aminoacidos
primarias. Cuando el nanoindicador es un polinucleétido, en ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende tres
cadenas de aminoacidos. Por ejemplo, el nanoindicador puede comprender tres cadenas F1, X y F2 donde una
porcién de la cadena X es complementaria con la cadena F1 y una porcion de la cadena X es complementaria con la
cadena F2. Se ilustra un ejemplo en la Figura 13 A. En ciertas realizaciones, el nanoindicador comprende mas de tres
cadenas de monémeros ligados covalentemente primarias.

Ventajosamente, un nanoindicador puede comprender una o mas etiquetas que facilitan la deteccién, formacion de
imagenes o identificacion del nanoindicador por técnicas conocidas por los expertos en la materia. La etiqueta puede
ser cualquier resto detectable conocido por los expertos en la técnica. Los ejemplos de etiquetas para nanoindicadores
incluyen is6topos detectables, radioisétopos, fluoros, colorantes, enzimas, ligandos, receptores, antigenos,
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anticuerpos, lectinas, carbohidratos, secuencias de nucleétidos y cualquier otro marcador detectable evidente para los
expertos en la técnica. Las etiquetas, macromoléculas que comprenden marcadores, y los métodos de su preparacion
Utiles se describen en la solicitud de patente provisional U.S. 60/753.758, titulado "Nanoreporters and Methods of
Manufacturing and Use Thereof", presentada el 23 de diciembre de 2005.

En ciertas realizaciones, un polinucleétido es un polimero de nucleobases naturales (por ejemplo, A, G, C, T, U) o
sintéticas, o una combinacion de ambos. El esqueleto del polinucleétido se puede componer enteramente de enlaces
fosfodiéster "nativos", o puede contener uno o mas enlaces modificados, tales como uno o mas fosforotioato,
fosforoditioato, fosforamidato u otros enlaces modificados. Como un ejemplo especifico, un polinucleétido puede ser
un acido nucleico peptidico (PNA), que contiene interenlaces de amida. Los ejemplos adicionales de bases y
esqueletos sintéticos que se pueden usar junto con la invencion, asi como métodos para su sintesis, se pueden
encontrar, por ejemplo, en la patente US n° 6.001.983; Uhiman & Peyman, 1990, Chemical Review 90(4):544 584;
Goodchild, 1990, Bioconjugate Chem.1(3):165 186; Egholm et al., 1992, J. Am. Chem. Soc. 114:1895 1897; Gryaznov
et al., J. Am. Chem. Soc. 116:3143 3144, asi como las referencias citadas en todo lo anterior. Las nucleobases
sintéticas comunes que componen estos polinucledtidos incluyen 3-metiluracilo, 5,6-dihidrouracilo, 4-tiouracilo,
5-bromouracilo, 5-torouracilo, 5-yodouracilo, 6-dimetilaminopurina, 6-metilaminopurina, 2-aminopurina, 2,6-diamino
purina, 6-amino-8-bromopurina, inosina, 5-metilcitosina, 7-desazaadenina y 7-deazaguanosina. Los ejemplos
adicionales no limitantes de nucleobases sintéticas que pueden componer el acido nucleico diana se pueden hallar en
Fasman, CRC Practical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, 1985, pp. 385-392; Beilstein's Handbuch
der Organischen Chemie, Springer Verlag, Berlin and Chemical Abstracts, todos los cuales proporcionan referencias a
publicaciones que describen las estructuras, propiedades y preparacion de tales nucleobases.

El nanoindicador se puede preparar de acuerdo con cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica.
Ventajosamente, los nanoindicadores de acuerdo con la invenciéon pueden comprender etiquetas y/o miembros de
pares de union, como se describe en las secciones siguientes, que se pueden utilizar para facilitar la preparacion y/o
purificacion del nanoindicador. Ademas, ciertos nanoindicadores de la invencion son capaces de formar complejos con
moléculas que comprenden miembros de pares de unién, como se describe a continuacion. Estos complejos se
pueden usar para facilitar la preparacion y/o purificacion del nanoindicador o complejo.

5.13 Inmovilizacién de nanoindicadores extendidos

Una macromolécula se puede inmovilizar selectivamente mientras se extiende completamente bajo cualquier fuerza
usada para la extension. Ademas, los métodos de la invencioén facilitan la inmovilizacién selectiva de nanoindicadores
extendidos que estan orientados entre si. En otras palabras, de acuerdo con los métodos de la invencién, una
pluralidad de nanoindicadores se puede inmovilizar facilmente en la misma orientacién con respecto al otro.

En la presente también se describen métodos para inmovilizar selectivamente un nanoindicador en un estado
extendido. La macromolécula puede ser cualquier macromolécula conocida por los expertos en la técnica tal como un
polimero, un polisacarido, un polinucleétido o un polipéptido. Para los métodos de este aspecto de la invencién,
generalmente, una primera porcion del nanoindicador se inmoviliza mediante cualquier técnica conocida por los
expertos en la técnica. En efecto, la técnica para inmovilizar la primera porcién del nanoindicador no es critica para
muchas realizaciones de la invenciéon. En ciertas realizaciones, la primera porcién del nanoindicador se puede
inmovilizar de forma selectiva o no selectiva. En ciertas realizaciones, la primera porcién se inmoviliza mediante uno o
mas enlaces covalentes. En ciertas realizaciones, la primera porciéon se inmoviliza mediante uno o mas enlaces no
covalentes.

Con una primera porcién inmovilizada, el nanoindicador se puede extender por cualquier técnica para extender un
nanoindicador evidente para los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, la técnica para extender el
nanoindicador no es critica para los métodos de la invencion. En ciertas realizaciones, la técnica para extender el
nanoindicador apropiada para la clase de nanoindicador de acuerdo con el criterio de un experto en la técnica. En
ciertas realizaciones, el nanoindicador se extiende mediante la aplicacion de una fuerza capaz de extender el
nanoindicador. La fuerza puede ser cualquier fuerza evidente para un experto en la técnica para extender el
nanoindicador. Los ejemplos de fuerzas incluyen gravedad, fuerza hidrodinamica, fuerza electromagnética y
combinaciones de estas. Las técnicas especificas para extender el nanoindicador se describen en las secciones
siguientes.

El nanoindicador esta en un estado extendido si se puede reconocer como extendido por los expertos en la técnica. En
ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado extendido cuando esta en el campo de una fuerza capaz de
extender el nanoindicador. En ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado extendido cuando su radio
hidrodinamico promedio es mas del doble del radio hidrodinamico promedio del nanoindicador en su estado nativo
como reconocido por los expertos en la técnica.

En este aspecto, los métodos comprenden generalmente la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda parte del
nanoindicador mientras esta en un estado extendido. Esto puede producir un nanoindicador inmovilizado que se
extiende entre la primera y la segunda porcion. Notablemente, debido a que el nanoindicador se inmoviliza
selectivamente mientras se extiende, esa extensidon se puede conservar en el nanoindicador inmovilizado.
Generalmente, la primera porcion y la segunda parte del nanoindicador no son iguales.
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La inmovilizacién selectiva puede ser de acuerdo con cualquier técnica para la inmovilizacién selectiva de una porcion
de un nanoindicador evidente para los expertos en la técnica. La inmovilizacién selectiva puede ser a través, por
ejemplo, la formacion de uno o mas enlaces covalentes o uno o mas enlaces no covalentes, o ambos. Los ejemplos
particulares de las técnicas de inmovilizacion selectiva se describen en las siguientes secciones. En realizaciones
particulares, se usan uno o mas pares de union para inmovilizar la segunda porcion del nanoindicador.

La segunda porcion se puede inmovilizar sobre cualquier sustrato evidente para los expertos en la técnica. El sustrato
puede ser cualquier sustrato que se juzgue util para la inmovilizacion conocido por los expertos en la técnica. En
ciertas realizaciones, la segunda porcidon se puede inmovilizar a otra molécula. Otros sustratos Uutiles incluyen
superficies, membranas, perlas, materiales porosos, electrodos, matrices y cualquier otro sustrato evidente para los
expertos en la técnica.

En otro aspecto, se describen composiciones que comprenden un nanoindicador extendido selectivamente
inmovilizado. Las composiciones comprenden generalmente un sustrato y un nanoindicador extendido inmovilizado
selectivamente sobre el sustrato. El sustrato puede ser cualquier sustrato conocido por los expertos en la técnica. Los
ejemplos de sustratos incluyen los descritos en las secciones siguientes. Al menos dos porciones del nanoindicador se
inmovilizan sobre el sustrato, y el nanoindicador esta en un estado extendido entre las dos porciones. En ciertas
realizaciones, al menos una porciéon del nanoindicador se inmoviliza selectivamente sobre el sustrato. En ciertas
realizaciones, dos o mas porciones del nanoindicador se inmovilizan selectivamente sobre el sustrato. El
nanoindicador se puede extender y/o inmovilizar mediante cualquier técnica evidente para los expertos, que incluyen
particularmente los métodos de la presente invencion.

En otro aspecto, en la presente se describen métodos para inmovilizar selectivamente un nanoindicador en un estado
orientado. El nanoindicador puede ser cualquier nanoindicador descrito anteriormente. En ciertas realizaciones, el
nanoindicador puede ser flexible, o en ciertas realizaciones el nanoindicador puede ser rigido o semirrigido. Para los
métodos de este aspecto de la invencion, generalmente, una primera porcion del nanoindicador se inmoviliza como se
ha descrito anteriormente.

Con una primera porcién inmovilizada, el nanoindicador se puede orientar por cualquier técnica para extender un
nanoindicador evidente para los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, la técnica para orientar el
nanoindicador no es critica para los métodos de la invencién. En ciertas realizaciones, la técnica para orientar el
nanoindicador apropiado para la clase de nanoindicador de acuerdo con el criterio de los expertos en la técnica. En
ciertas realizaciones, el nanoindicador esta orientado por aplicacion de una fuerza capaz de orientar el nanoindicador.
La fuerza puede ser cualquier fuerza evidente para un experto en la técnica para orientar el nanoindicador. Los
ejemplos de fuerzas incluyen gravedad, fuerza hidrodinamica, fuerza electromagnética y combinaciones de estas.

El nanoindicador esta en un estado orientado si puede ser reconocido como orientado por los expertos en la técnica.
En ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado orientado cuando esta en el campo de una fuerza capaz
de orientar el nanoindicador. En ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado orientado cuando sus
extremos terminales se disponen en paralelo, como es reconocido por los expertos en la técnica, con el campo de una
fuerza capaz de orientar el nanoindicador. En ciertas realizaciones, una pluralidad de nanoindicadores esta en un
estado orientado cuando los extremos terminales de los nanoindicadores se disponen en paralelo, como es reconocido
por los expertos en la técnica.

En este aspecto los métodos comprenden generalmente la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcion
del nanoindicador mientras esta en un estado orientado. Esto puede producir un nanoindicador inmovilizado que esta
orientado entre la primera y la segunda porcion. Notablemente, debido a que el nanoindicador se inmoviliza
selectivamente mientras se extiende, esa orientacidon se puede conservar en el nanoindicador inmovilizado. La
inmovilizacién selectiva puede ser de acuerdo con los métodos descritos anteriormente.

En otro aspecto, en la presente se describen composiciones que comprenden un nanoindicador orientado inmovilizado
selectivamente. Las composiciones generalmente comprenden un sustrato y un nanoindicador orientado inmovilizado
selectivamente sobre el sustrato. El sustrato puede ser cualquier sustrato conocido por los expertos en la técnica. Los
ejemplos de sustratos incluyen los descritos en las secciones siguientes. Al menos dos porciones del nanoindicador se
inmovilizan sobre el sustrato, y el nanoindicador esta en un estado orientado entre las dos porciones. En ciertas
realizaciones, al menos una porciéon del nanoindicador se inmoviliza selectivamente sobre el sustrato. En ciertas
realizaciones, ambas porciones del nanoindicador se inmovilizan selectivamente sobre el sustrato. El nanoindicador se
puede orientar y/o inmovilizar por cualquier técnica evidente para los expertos que incluyen particularmente los
métodos de la presente invencion.

Los métodos y composiciones descritos en la presente se pueden para cualquier propdsito evidente para los expertos
en la técnica. Por ejemplo, el nanoindicador inmovilizado y extendido y/u orientado se puede usar como una etiqueta
para un sustrato sobre el cual el nanoindicador esta inmovilizado. La secuencia primaria del nanoindicador
inmovilizado y extendido y/u orientado se puede identificar por cualquier técnica evidente para los expertos en la
técnica. Ventajosamente, la inmovilizacion del nanoindicador extendido y/u orientado puede facilitar dichas técnicas.
En ciertas realizaciones, el nanoindicador inmovilizado y extendido y/u orientado se puede usar para guiar la
fabricacion de nanovias, por ejemplo para crear nanocables o nanocircuitos. Otros usos para los nanoindicadores
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inmovilizados y/o extendidos y/u orientados se describen en las secciones siguientes.
5.13.1 Métodos de inmovilizacion selectiva

Como se describié anteriormente, en la presente se describen métodos para la inmovilizacion selectiva de un
nanoindicador en un estado extendido. El nanoindicador, una vez inmovilizado selectivamente, se puede usar para
cualquier propésito evidente para los expertos en la técnica.

5.13.2 Inmovilizacién de la primera porcion

En los métodos descritos en la presente, se inmoviliza una primera porcién del nanoindicador. En general, la primera
porcioén se inmoviliza si se puede reconocer como inmovilizado por los expertos en la técnica. La primera porcion se
puede inmovilizar por cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, la técnica
para inmovilizacién de la primera porcién del nanoindicador no es critico para los métodos de la invencion.

La primera porcion del nanoindicador puede estar en cualquier lugar del nanoindicador. En ciertas realizaciones, la
primera porcion esta en un extremo terminal del nanoindicador. Para los propdsitos de la invencién, una porcién de un
nanoindicador puede estar "en un extremo terminal" cuando es menor de cinco, cuatro, tres, dos, uno o cero
mondémeros de un extremo terminal del nanoindicador. Obviamente, aunque muchos nanoindicadores tienen dos
extremos terminales, los métodos de la invencion son aplicables a nanoindicadores que tienen mas de dos extremos
terminales y a nanoindicadores que tienen uno o cero extremos terminales, por ejemplo, nanoindicadores circulares.
En ciertas realizaciones, la primera porciéon no esta en un extremo terminal del nanoindicador.

El nanoindicador se puede inmovilizar sobre cualquier sustrato evidente para los expertos en la técnica. El sustrato
puede ser cualquier resto con el cual el nanoindicador se pueda inmovilizar sin limitacién. En ciertas realizaciones, el
sustrato es una superficie, membrana, perla, material poroso, electrodo o matriz.

En ciertas realizaciones, la primera porciéon del nanoindicador se puede inmovilizar no selectivamente. En
realizaciones adicionales, la primera porcién del nanoindicador se puede inmovilizar selectivamente. En realizaciones
ventajosas, después de que la primera porcion del nanoindicador se inmoviliza, alguna porcion del nanoindicador debe
estar libre para moverse suficientemente de modo que el nanoindicador se puede extender y/u orientar en las
siguientes etapas del método. En particular, en ciertas realizaciones, cuando la primera porcion del nanoindicador se
inmoviliza no selectivamente, es importante que el nanoindicador entero no sea inmovilizado no selectivamente en una
medida que impida la extensiéon de cualquier porcién del nanoindicador.

La inmovilizacién puede ser cualquier interaccidon con el sustrato evidente para los expertos en la técnica. La
inmovilizaciéon puede ser por medio de interaccion electrostatica o iénica, por medio de mas enlaces covalentes, por
medio de uno o mas enlaces no covalentes o sus combinaciones. En ciertas realizaciones, la inmovilizacién puede ser
por medio de interaccién electrostatica con un electrodo. En realizaciones adicionales, la inmovilizacién es por medio
de interaccion electrostatica con un sustrato diferente del electrodo.

En ciertas realizaciones, la primera porcién del nanoindicador comprende un primer miembro de un par de unién. El
primer miembro del par de unién se puede unir de modo covalente a la primera porcién del nanoindicador, o se pueden
unir de modo no covalente. Los enlaces covalentes y enlaces no covalentes Utiles seran evidentes para los expertos en
la técnica. En realizaciones Uutiles, el sustrato al que se une la primera porcién del nanoindicador comprendera un
segundo miembro del par de unién. El sustrato se puede unir de modo covalente al segundo miembro, o se pueden
unir de modo no covalente. La Figura 12 ilustra un nanoindicador que comprende un resto Fl que es capaz de unirse
selectivamente a un resto del sustrato. El resto FI puede ser, por ejemplo, biotina, capaz de unirse, por ejemplo, un
sustrato recubierto con avidina.

En ciertas realizaciones, la primera porcion del nanoindicador puede comprender un miembro de un par de unién que
es capaz de unirse con un miembro de un par de unién sobre el sustrato para formar uno o mas enlaces no covalentes.
Los ejemplos de sustratos utiles incluyen los que comprenden un resto de union seleccionado del grupo que consiste
en ligandos, antigenos, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas y anticuerpos. La primera porcion del
nanoindicador puede comprender un resto de unién capaz de unirse con el resto de unién del sustrato. Los ejemplos
de sustratos utiles que comprenden restos reactivos incluyen, pero sin limitacién, superficies que comprenden epoxi,
aldehido, oro, hidrazida, sulfhidrilo, NHS-éster, amina, tiol, carboxilato, maleimida, hidroximetilfosfina, imidoéster,
isocianato, hidroxilo, pentafluorofeniléster, psoraleno, disulfuro de piridilo o vinilsulfona, o mezclas de estos. Tales
superficies pueden obtener a partir de fuentes comerciales o prepararse de acuerdo con técnicas estandar.

En realizaciones ventajosas, la primera porcion del nanoindicador se puede inmovilizar al sustrato por medio de un par
de unién de avidina-biotina. En ciertas realizaciones, el nanoindicador puede comprender un resto de biotina en su
primera porcién. Por ejemplo, un polinucleétido nanoindicador puede comprender un residuo de nucleétido biotinilado.
De modo similar, un polipéptido nanoindicador puede comprender un residuo de aminoacido biotinilado. El sustrato
que comprende avidita puede ser cualquier sustrato que comprende avidina conocida por los expertos en la técnica.
Los sustratos utiles que comprenden avidina que estan disponibles en el comercio incluyen TB0200 (Accelr8), SADBG,
SAD20, SAD 100, SAD500, SAD2000 (Xantec), SuperAvidin (Matriz-It), portaobjeto con estreptavidina (catalogo
#MPC 000, Xenopore) and STREPTAVIDINnslide (catalogo #439003, Greiner Bio-one).
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En ciertas realizaciones, la primera porcién del nanoindicador puede comprender una secuencia de nucleétidos que es
capaz de unirse selectivamente a una secuencia de nucleétidos sobre el sustrato. En realizaciones adicionales, la
primera porcién del nanoindicador puede comprender avidina, y el sustrato puede comprender biotina. Los sustratos
utiles que comprenden biotina que estan disponibles en el comercio incluyen pero sin limitacion, Optiarray-biotina
(Accler8), BD6, BD20, BD100, BD500 y BD2000 (Xantec).

En realizaciones adicionales, la primera porcion del nanoindicador es capaz de formar un complejo con una o mas
moléculas diferentes que, a su vez, son capaces de unirse de modo covalente o no covalente, un resto de uniéon del
sustrato. Por ejemplo, una primera porcion del nanoindicador puede ser capaz de unirse selectivamente a otra
molécula que comprende, por ejemplo, un resto de biotina que es capaz de unirse selectivamente, por ejemplo, a un
resto de avidina del sustrato. La Figura 13A ilustra un nanoindicador que es capaz de unirse selectivamente a una
segunda molécula X que es capaz de unirse selectivamente a una tercera molécula que comprende F1. F1 es capaz
de unirse selectivamente a un resto sobre un sustrato. La Figura 13B ilustra un nanoindicador que es capaz de unirse
selectivamente a una segunda molécula que comprende F1, y F1 es capaz de unirse selectivamente a un resto sobre
un sustrato.

En realizaciones adicionales, la primera porcién del nanoindicador puede comprender un miembro de a par de union
que es capaz de reaccionar con un miembro de un par de unién sobre el sustito para formar uno o mas enlaces
covalentes. Los sustratos utiles que comprenden grupos reactivos incluyen aquellos que comprenden un resto reactivo
seleccionado del grupo que consiste en succinamidas, aminas, aldehidos, epoxis y tioles. Los ejemplos de sustratos
utiles que comprenden restos reactivos incluyen, pero sin limitacion, superficies que comprenden epoxi, aldehido, oro,
hidrazida, sulfhidrilo, NHS-éster, amina, tiol, carboxilato, maleimida, hidroximetilfosfina, imidoéster, isocianato,
hidroxilo, pentafluorofeniléster, psoraleno, disulfuro de piridilo o vinilsulfona, o0 mezclas de estos. Tales superficies se
pueden obtener a partir de fuentes comerciales o prepararse de acuerdo con técnicas estandar. La primera porcion del
nanoindicador puede comprender un resto reactivo capaz de reaccionar con el resto reactivo del sustrato. Los
ejemplos de sustratos Utiles que comprenden restos reactivos incluyen, pero sin limitacion, grupo OptArray-DNA NHS
(Accler8), Nexterion Slide AL (Schott) y Nexterion Slide E (Schott).

En ciertas realizaciones, la primera porcién del nanoindicador puede comprender un resto reactivo que es capaz de
unirse al sustrato por fotoactivacion. El sustrato puede comprender el resto fotorreactivo, o la primera porcion del
nanoindicador puede comprender el resto fotorreactivo. Algunos ejemplos de restos fotorreactivos incluye aril azidas,
tales como  N-((2-piridilditio)etil)-4-azidosalicilamida;  aril azidas  fluoradas, tales como  &cido
4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoico; reactivos a base de benzofenona, tales como el succinimidil éster de acido
4-benzoilbenzoico; y 5-Bromo-desoxiuridina.

En realizaciones adicionales, la primera porcién del nanoindicador se puede inmovilizar al sustrato por medio de otros
pares de unién evidente para los expertos en la técnica.

5.13.3 Extension del nanoindicador

En ciertos métodos descritos en la presente, el nanoindicador esta en un estado extendido. En general, cualquier
nanoindicador esta en un estado extendido si esto puede ser reconocido como tal por los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado extendido cuando esta en el campo de una fuerza capaz
de extender el nanoindicador bajo condiciones adecuadas para extender el nanoindicador. Tales fuerzas y condiciones
deben ser evidentes para los expertos en la técnica. Por ejemplo, muchos nanoindicadores se pueden extender por
fuerza hidrodinamica o por gravedad, y muchos nanoindicador cargados se pueden extender por fuerza
electromagnética. En ciertas realizaciones, la fuerza se puede aplicar al nanoindicador indirectamente. Por ejemplo, el
nanoindicador puede comprender o se puede ligar, de modo covalente o no covalente, a un resto capaz de moverse
por una fuerza. En ciertas realizaciones, el nanoindicador se puede ligar a un resto capaz de moverse por fuerza
electromagnética, hidrodinamica u optica.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza electromagnética. Por ejemplo, cuando el nanoindicador es cargado,
tal como un polinucleétido, el nanoindicador se puede extender en un campo eléctrico o magnético. El campo debe ser
suficientemente fuerte para extender el nanoindicador de acuerdo con el criterio de los expertos en la técnica. Los
ejemplos de técnica para extender un nanoindicador en un campo eléctrico o magnético se describe en Matsuura et al.,
2002, J Biomol Struct Dyn. 20(3):429-36; Ferree & Blanch, 2003, Biophys J. 85(4):2539-46; Stigter &Bustamante,
1998, Biophys J. 1998 75(3): 1197-210; Matsuura et al., 2001, Nucleic Acids Res.29(16); Ferree & Blanch, 2004,
Biophys J. 87(1):468-75.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza hidrodinamica. Por ejemplo, muchos nanoindicadores, que incluyen
polisacaridos, polipéptidos, y polinucleétidos, se pueden extender en el campo de un fluido movil. La fuerza
hidrodinamica debe ser suficientemente fuerte para extender el nanoindicador de acuerdo con el criterio de los
expertos en la técnica. Los ejemplos de técnicas para extender un nanoindicador en el campo hidrodinamico se
describen en Bensimon et al., 1994, Science 265:2096-2098; Henegariu et al., 2001, BioTechniques 31: 246-250;
Kraus et al., 1997, Human Genetics 99:374 - 380; Michalet etal., 1997, Science 277:1518-1523; Yokota et al., 1997,
Nucleic Acids Res. 25(5): 1064-70; Otobe et al., 2001, Nucleic Acids Research 29:109; Zimmerman & Cox, 1994,
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Nucleic Acids Res. 22(3):492-7, y las patentes U. S. Nros 6.548.255, 6.344.319, 6.303.296, 6.265.153, 6.225.055,
6.054.327, 5.840.862.

En ciertas realizaciones, la fuerza es gravedad. En realizaciones ventajosas, la fuerza de gravedad se puede combinar
con, por ejemplo, la fuerza hidrodinamica para extender el nanoindicador. En ciertas realizaciones, La fuerza deber
suficientemente fuerte para extender el nanoindicador de acuerdo con el criterio de los expertos en la técnica. Los
ejemplos de técnicas para extender un nanoindicador con gravedad se describen en Michalet et al., 1997, Science
111: 1518-1523; Yokota et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25(5): 1064-70; Kraus et al., 1997, HumanGenetics 99:374 -
380.

En realizaciones particulares, la fuerza se aplica a través de un menisco movil. Los expertos en la técnica reconoceran
que un menisco en movimiento puede aplicar varias fuerzas a un nanoindicador que incluye fuerza hidrodinamica,
tension superficial y/o cualquier otra fuerza reconocida por los expertos en la técnica. El menisco se puede mover por
cualquier técnica evidente para los expertos en la técnica, que incluyen la evaporacion y gravedad. Los ejemplos de
técnicas para extender un nanoindicador con un menisco en movimiento se describen, por ejemplo, en las patentes
U.S. Nros 6.548.255, 6.344.319, 6.303.296, 6.265.153, 6.225.055, 6.054.327, 5.840.862.

En realizaciones particulares, el nanoindicador En se puede extender mediante una trampa o pinzas Opticas. Por
ejemplo, el nanoindicador puede comprender o puede estar unido, covalente o no covalentemente, a una particula
capaz de ser atrapada o movida por una fuente apropiada de fuerza 6ptica. Las técnicas utiles para mover particulas
con trampas Opticas o pinzas Opticas se describen en Ashkin etal.,, 1986, Optics Letters 11:288-290; Ashkin et al.,
1987, Science 235:1517-1520; Ashkin et al., Nature 330:769-771; Perkins et al., 1994, Science 264:822-826; Simmons
et al., 1996, Biophysical Journal 70:1813-1822; Block et al., 1990, Nature 348:348 - 352; and Grier, 2003, Nature 424:
810-816.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador se puede extender por combinaciones de las fuerzas anteriores que
evidentes para los expertos en la técnica. En los ejemplos siguientes, ciertos nanoindicadores se extienden por una
combinacién de un campo eléctrico y fuerza hidrodinamica.

El nanoindicador se extiende cuando se puede reconocer como extendido por los expertos en la técnica de acuerdo
con los criterios estandares para la extension de un nanoindicador. En ciertas realizaciones, el nanoindicador se
extiende cuando se pierde la mayor parte de sus rasgos estructurales terciarias como es reconocido por los expertos
en la técnica. En ciertas realizaciones, el nanoindicador se extiende cuando se pierde la mayor parte de sus rasgos
estructurales secundarios como es reconocido por los expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, el
nanoindicador se extiende cuando sus rangos estructurales primarios son detectables en secuencia cuando se
visualizan de acuerdo con técnicas estandar. Los ejemplos de las técnicas de imagenes se describen en los siguientes
ejemplos.

En ciertas realizaciones, un estado extendido de un nanoindicador se puede reconocer mediante la comparacion de su
radio hidrodinamico con su radio hidrodinamico promedio cuando estan libres en solucion diluida. Por ejemplo, en
ciertas realizaciones, un nanoindicador, o porciéon de este, se extiende cuando su radio hidrodinamico es mas de
aproximadamente el doble de su radio hidrodinamico promedio en solucién diluida. Mas cuantitativamente, R
representa el radio hidrodinamico del nanoindicador, o porciéon de este, y <R> representa el radio hidrodinamico
promedio del nanoindicador, o porcién de este, en solucion diluida. EI <R> promedio se debe calcular de modo que R
para el nanoindicador, o porcion de este, cuando no unido en solucion diluida es menor de 2<R> 95% del tiempo. En
ciertas realizaciones, un nanoindicador, o porcion de este, esta en un estado extendido cuando R es mayor de 1,5<R>,
mayor de 1,6<R>, mayor de 1,7<R>, mayor de 1,8<R>, mayor de 1,9<R>, mayor de 2,0<R>, mayor de 2,1<R>, mayor
de 2,2<R>, mayor de 2,3<R>, mayor de 2,4<R>, mayor de 2,5<R> o mayor de 3,0<R>. En realizaciones particulares,
a nanoindicador, o porcion de este, esta en un estado extendido cuando R es mayor de 2,0<R>.

5.13.4 Orientacion del nanoindicador

En ciertos métodos de la invencion, el nanoindicador esta en un estado orientado. En general, cualquier nanoindicador
esta en un estado orientado si puede ser reconocido como tal por los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador esta en un estado orientado cuando esta en el campo de una fuerza capaz
de orientar el nanoindicador en condiciones adecuadas para orientar el nanoindicador. Tales fuerzas y condiciones
deben ser evidentes para los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza electromagnética. Por ejemplo, cuando el nanoindicador esta
cargado, tal como un polinucleétido, el nanoindicador se puede orientar en un campo eléctrico o magnético. El campo
debe ser lo suficientemente fuerte como para orientar el nanoindicador de acuerdo con el criterio de un experto en la
técnica. Se describen anteriormente los ejemplos de técnicas para orientar un nanoindicador en un campo eléctrico o
magnético.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza hidrodinamica. Por ejemplo, muchos nanoindicadores, que incluyen
polisacaridos, polipéptidos, y polinucledtidos, se pueden orientar en el campo de un fluido mévil. La fuerza
hidrodinamica debe ser lo suficientemente fuerte como para orientar el nanoindicador de acuerdo con el criterio de un
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experto en la técnica. Los ejemplos de técnicas para orientar un nanoindicador en el campo hidrodinamico se
describen anteriormente.

En ciertas realizaciones, la fuerza es gravedad. En realizaciones ventajosas, la fuerza de gravedad se puede combinar
con, por ejemplo, fuerza hidrodinamica o tensién superficial para orientar el nanoindicador. En ciertas realizaciones, la
fuerza debe ser lo suficientemente fuerte como para orientar el nanoindicador de acuerdo con el criterio de un experto
en la técnica. Los ejemplos de técnicas para orientar a nanoindicador con gravedad se describieron anteriormente.

En ciertas realizaciones, la fuerza es una fuerza o6ptica. Por ejemplo, la macromolécula puede comprender o puede
estar unida, de forma covalente o no covalente, a una particula capaz de ser atrapado o movido por una fuente
apropiada de fuerza 6ptica como se describié anteriormente.

En ciertas realizaciones, el nanoindicador se puede orientar mediante combinaciones de las fuerzas anteriores que
son evidentes para los expertos en la técnica. En los ejemplos, a continuacion, ciertos nanoindicadores se orientan
mediante una combinacion de un campo eléctrico y fuerza hidrodinamica.

El nanoindicador se orienta cuando se puede reconocer como orientado por los expertos en la técnica de acuerdo con
los criterios estandares para la orientacién de un nanoindicador. En ciertas realizaciones, el nanoindicador se orienta
cuando se dispone en paralelo, como es reconocido por los expertos en la técnica, con el campo de una fuerza capaz
de orientar el nanoindicador. En ciertas realizaciones, el nanoindicador se orienta cuando es uno de una pluralidad de
nanoindicador que se dispone en paralelo, como es reconocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, una
pluralidad de nanoindicadores se puede orientar cuando el vector de un primer extremo terminal a un segundo extremo
terminal de un nanoindicador es paralelo, como es reconocido por los expertos en la técnica, a los vectores entre los
correspondientes extremos terminales de otros nanoindicadores en la pluralidad.

5.13.5 Inmovilizacion selectiva de la segunda porciéon del nanoindicador

Como se discutio anteriormente, en los métodos descritos en la presente, una segunda porcién del nanoindicador se
inmoviliza selectivamente. La segunda porcién del nanoindicador puede ser cualquier porcién del nanoindicador que
no es idéntico a la primera porcion del nanoindicador. En algunas realizaciones, la segunda porcién del nanoindicador
no se superpone a ninguna parte de la primera porcion del nanoindicador.

Ademas, se describen métodos que comprenden la etapa Unica de inmovilizar selectivamente una segunda porcién de
un nanoindicador mientras que el nanoindicador esta en un estado extendido u orientado y mientras se inmoviliza una
primera porcion del nanoindicador. Los ejemplos de métodos para la inmovilizacion de la primera porciéon del
nanoindicador y para la extension u orientacion del nanoindicador se describen en detalle en las secciones anteriores.

Ademas, en la presente se describen métodos que comprenden la etapa de extender un nanoindicador, mientras que
una primera porcion del nanoindicador se inmoviliza, y la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcion de
un nanoindicador mientras el nanoindicador estd en un estado extendido. Los ejemplos de métodos para la
inmovilizacion de la primera porcion del nanoindicador y para la extension del nanoindicador se describen en detalle en
las secciones anteriores.

Ademas en la presente se describen métodos que comprenden la etapa de inmovilizar una primera porcién de un
nanoindicador, la etapa de extender el nanoindicador mientras que la primera porciéon se inmoviliza y la etapa de
inmovilizar selectivamente una segunda porcion de un nanoindicador mientras que el nanoindicador esta en un estado
extendido. Los ejemplos de métodos para la inmovilizacion de la primera porcion del nanoindicador, y para la extension
del nanoindicador se describen en detalle anteriormente.

Ademas en la presente se describen métodos que comprenden la etapa de oriental un nanoindicador, mientras que
una primera porcion del nanoindicador se inmoviliza, y la etapa de inmovilizar selectivamente una segunda porcién de
un nanoindicador mientras que el nanoindicador estd en un estado orientado. Los ejemplos de métodos para
inmovilizacién de la primera porcién del nanoindicador, y para orientar el nanoindicador se describe en detalle en la
seccion anterior.

Ademas en la presente se describen métodos que comprenden la etapa de inmovilizar una primera porcién de un
nanoindicador, la etapa de orientar el nanoindicador mientras que la primera porcidon se inmoviliza y la etapa de
inmovilizar selectivamente una segunda porcién de un nanoindicador mientras que el nanoindicador esta en un estado
orientado. Los ejemplos de métodos para la inmovilizacién de la primera porcion del nanoindicador, y para orientar el
nanoindicador se describe en detalle anteriormente.

La inmovilizacion selectiva de la segunda porcion del nanoindicador puede seguir cualquier técnica para la
inmovilizacion selectiva de un nanoindicador evidente para los expertos en la técnica. De modo significativo, en
realizaciones ventajosas la segunda porcién del nanoindicador no se inmoviliza no selectivamente. La inmovilizacion
selectiva puede permitir al nanoindicador para inmovilizar mientras que esta en un estado completamente extendido o
estado casi completamente extendido. La inmovilizacién selectiva también puede permitir que el nanoindicador sea
inmovilizado de una manera orientada. En otras palabras, la primera porcién y la segunda porcién del nanoindicador se
puede inmovilizar a lo largo de la direccion del campo o campos usados para extender el nanoindicador, con la primera
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porcién que precede la segunda porcion en el campo. Cuando se inmoviliza una pluralidad de nanoindicadores, estas
se pueden orientar de modo uniforme a lo largo del campo.

La segunda porcion del nanoindicador puede estar en cualquier lugar en el nanoindicador. En ciertas realizaciones, la
segunda porcién esta en un extremo terminal del nanoindicador. En ciertas realizaciones, la segunda porcién no esta
en un extremo terminal del nanoindicador. En ciertas realizaciones, la primera porcién, descrita en las secciones
anteriores, esta en un extremo terminal del nanoindicador, y la segunda porcién esta en otro extremo terminal del
nanoindicador.

Como se discutié anteriormente, la segunda porcion del nanoindicador se inmoviliza selectivamente. La inmovilizacion
puede ser por cualquier interaccion selectiva con el sustrato evidente para los expertos en la técnica. La inmovilizacion
puede ser por medio de interaccion electrostatica o iénica, por medio de uno o mas enlaces covalentes, por medio de
uno o mas enlaces no covalentes o combinaciones de estos. En ciertas realizaciones, la inmovilizacion puede ser por
medio de interaccion electrostatica con un electrodo. En realizaciones adicionales, la inmovilizaciéon es por medio de
interaccion electrostatica con un sustrato diferente del electrodo.

Si la primera porcion y la segunda porcion del nanoindicador se inmovilizan selectivamente en el mismo sustrato, las
técnicas de inmovilizacién selectiva deben ser, obviamente, compatibles con el sustrato. En realizaciones particulares,
las técnicas de inmovilizacion son las mismas. Por ejemplo, sobre un sustrato recubierto con avidina, tanto la primera
como la segunda porcién del nanoindicador se pueden inmovilizar selectivamente a través de interacciones biotina -
avidina. Sin embargo, como sera evidente para los expertos en la técnica, no se necesita usar la misma interaccion
tanto en la primera como en la segunda porciones para inmovilizacion sobre el mismo sustrato. Por ejemplo, el sustrato
puede comprender multiples restos capaces de unién selectiva, o la primera porcién se puede inmovilizar no
selectivamente u otras técnicas evidentes para los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, la segunda porcién del nanoindicador comprende un primer miembro de un par de union. El
segundo miembro del par de unién se puede unir de modo covalente a la segunda porcion del nanoindicador, o pueden
estar unido de modo no covalente. Los enlaces covalentes y enlaces no covalentes Utiles seran evidentes para los
expertos en la técnica. En realizaciones utiles, el sustrato sobre el cual se une la segunda porcién del nanoindicador
comprendera un segundo miembro del par de unién. El sustrato se puede unir de modo covalente al segundo miembro,
0 se pueden unir de modo no covalente.

En ciertas realizaciones, la segunda porcién de nanoindicador puede comprender un miembro de un par de unién que
es capaz de unirse con un miembro de un par de unién en el sustrato para formar uno o mas enlaces no covalentes.
Los ejemplos de sustratos utiles incluyen los que comprenden un resto de union seleccionado del grupo que consiste
en ligandos, antigenos, carbohidratos, acidos nucleicos, receptores, lectinas y anticuerpos tales como los descritos en
las secciones anteriores.

En realizaciones ventajosas, la segunda porcion del nanoindicador se puede inmovilizar en el sustrato por medio de un
par de unién avidina-biotina. En ciertas realizaciones, el nanoindicador puede comprender un resto de biotina en su
primera porcion. Por ejemplo, un nanoindicador de polinucledtido puede comprender un residuo de nucleétido
biotinilado. De modo similar, un nanoindicador polipéptido puede comprender un residuo de aminoacido biotinilado.
Los sustratos utiles que comprenden avidina se describen en las secciones anteriores.

En realizaciones adicionales, la segunda porcién del nanoindicador puede comprender avidina, y el sustrato puede
comprender biotina. Los sustratos Utiles que comprenden biotina se describen en las secciones anteriores.

En realizaciones adicionales, la segunda porcién del nanoindicador puede comprender un miembro de un par de unién
que es capaz de reaccionar con un miembro de un par de unién en el sustrato para formar uno o mas enlaces
covalentes. Los ejemplos de sustratos Utiles que comprenden grupos reactivos se describen en las secciones
anteriores.

En ciertas realizaciones, la segunda porcién del nanoindicador puede comprender un resto reactivo que es capaz de
unirse al sustrato mediante la fotoactivacion. El sustrato puede comprender el resto fotorreactivo, o la segunda porcion
del nanoindicador puede comprender el resto fotorreactivo. Algunos ejemplos de restos fotorreactivos incluye aril
azidas, tales como 7V-((2-piridilditio)etil)-4-azidosalicilamida; aril azidas fluoradas, tales como &cido
4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoico; reactivos a base benzofenona, tales como el succinimidil éster de acido
4-benzoilbenzoico; y 5-bromo-desoxiuridina.

En realizaciones adicionales, la segunda porcién del nanoindicador se puede inmovilizar al sustrato por medio de otros
pares de union descritos en las secciones anteriores.

En realizaciones adicionales, la segunda porcion del nanoindicador es capaz de formar un complejo con una o mas
moléculas diferentes que, a su vez, son capaces de unirse, de modo covalente o no covalente, a un resto de union del
sustrato. Por ejemplo, la segunda porcién del nanoindicador puede ser capaz de unir selectivamente otra molécula que
comprende, por ejemplo, un resto de biotina que es capaz de unirse selectivamente, por ejemplo, un resto de avidina
del sustrato. La Figura 12B ilustra un método de unirse selectivamente una segunda molécula que comprende F3 que
es, a su vez, capaz de unirse selectivamente a un resto sobre un sustrato. La interaccion entre la segunda porcion del
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nanoindicador y la molécula que comprende F3 puede ser mediada, por ejemplo, por una interaccion de
antigeno-anticuerpo.

Las FIGS. 14A y 14B ilustran la inmovilizacién selectiva de un nanoindicador de acuerdo con los métodos de la
presente invencion. En la Figura 14A, una primera porcion del nanoindicador comprende el resto de unién Fl que es
capaz de unirse selectivamente a un resto en el sustrato S ilustrado. El resto de unién Fl puede ser, por ejemplo,
biotina, y sustrato S se puede recubrir con, por ejemplo, avidina. El nanoindicador de la Figura 14 se extiende mediante
una fuerza como se describe en las secciones anteriores. En la Figura 14B, la fuerza es un potencial eléctrico. Mientras
se extiende, el nanoindicador se pone en contacto con moléculas que comprenden el resto de unién F2 que es capaz
de unirse selectivamente a un resto sobre el sustrato ilustrado S. El resto de unién F2 puede ser, por ejemplo, biotina
y el sustrato S se puede recubrir, por ejemplo, con avidina. Significativamente, hasta tres moléculas que comprenden
F2 son capaces de unirse selectivamente a una segunda porcion del nanoindicador para inmovilizarla selectivamente
en su estado extendido. Como se ilustra, las moléculas comprenden un segundo resto de unién que se une
selectivamente a un resto de union repetido del nanoindicador. Los restos de uniéon pueden ser, por ejemplo,
secuencias de acido nucleico complementarias, como se ilustra en la Figura 14B. El nanoindicador resultante se
inmoviliza selectivamente en un estado extendido y debe permanecer extendido incluso cuando se retira la fuerza. El
nanoindicador extendido selectivamente inmovilizado se puede usar para cualquier propésito aparente para los
expertos en la técnica.

5.13.6 Inmovilizaciéon de dos porciones de un nanoindicador extendido u orientado

La presente descripcion proporciona métodos para la inmovilizacion selectiva de una primera porcion y una segunda
porcién de un nanoindicador que esta en un estado extendido U orientado. Significativamente, de acuerdo con estos
métodos de la invencién, el nanoindicador no necesita inmovilizarse antes de la aplicacién de una fuerza capaz de
extender U orientar el nanoindicador.

En estos métodos, el nanoindicador esta extendido u orientado, o0 ambos, por una fuerza capaz de extender U orientar
el nanoindicador. Tales fuerzas se describen en detalle en las secciones anteriores. En realizaciones particulares, la
fuerza es una fuerza capaz de extender U orientar el nanoindicador mientras se mantiene el nanoindicador en un lugar,
es decir, una fuerza capaz de extenderse u orientarse sin mover sustancialmente el nanoindicador. Los ejemplos de
fuerzas incluyen campos electromagnéticos oscilantes y campos hidrodinamicos oscilantes. En una realizacion
particular, la fuerza es un campo eléctrico oscilante. Los ejemplos de técnicas para extender u orientar un
nanoindicador en un campo eléctrico oscilante se describen en Asbury et al., 2002, Electrophoresis 23(16):2658-66;
Kabata et al., 1993, Science 262(5139):1561-3; and Asbury and van den Engh, 1998, Biophys J. 74:1024-30.

En los métodos, el nanoindicador se inmoviliza a una primera porcidén y en una segunda porcidon mientras que se
extiende u orienta. Tanto la primera porcion y la segunda porcidon se puede inmovilizar no selectivamente, se puede
inmovilizar selectivamente, o uno se puede inmovilizar selectivamente y el otro no selectivamente. Las técnicas parala
inmovilizacién de la primera porcidon y segunda porcion se describen en detalle en las secciones anteriores.

5.13.7 Sustrato para inmovilizacién

En los métodos descritos en la presente, el sustrato para inmovilizacion puede ser cualquier sustrato capaz de unirse
selectivamente el nanoindicador evidente para los expertos en la técnica. Ademas, en ciertos aspectos, se describen
composiciones que comprende un nanoindicador inmovilizado selectivamente en un estado extendido. Las
composiciones comprenden un sustrato, descrito en la presente, que tienen inmovilizado a esto un nanoindicador en
un estado extendido. El nanoindicador, obviamente, se puede inmovilizar de acuerdo con un método de la invencion.

El unico requerimiento del sustrato es que sea capaz de unirse selectivamente a la segunda porcion del nanoindicador
como se describid anteriormente. Por lo tanto, el sustrato puede ser un filtro o una membrana, tal como una
nitrocelulosa o nylon, vidrio, un polimero tal como poliacrilamida, un gel tal como agarosa, dextrano, celulosa,
poliestireno, latex o cualquier otro material conocido por los expertos en la técnica a la que se pueden inmovilizar
compuestos de captura. El sustrato puede estar compuesto por un material poroso tal como acrilico, copolimero de
metilmetacrilato de estireno y etileno/acido acrilico.

El sustrato puede adoptar cualquier forma siempre que la forma no impida la inmovilizacién selectiva de la segunda
porcién del nanoindicador. Por ejemplo, el sustrato puede tener la forma de un disco, un bloque, una tira, un cordén,
una particula submicroénica, una perla magnética recubierta, una almohadilla de gel, un pocillo de microtitulacion,
portaobjeto, membrana, una frita u otra forma conocida por los expertos en la técnica. El sustrato esta opcionalmente
dispuesto dentro de una carcasa, tal como una columna de cromatografia, columna de giro, barril de jeringa, pipeta,
punta de pipeta, placa de 96 6 384 pocillos, microcanal, capilar, etc., que ayuda al flujo de liquido por o a través del
sustrato.

El nanoindicador se puede inmovilizar sobre un sustrato Unico o en una pluralidad de sustratos. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, las primera y segunda porciones se inmovilizan en el mismo sustrato, como es reconocido por los
expertos en la técnica. En ciertas realizaciones, la primera porcién del nanoindicador se puede inmovilizar en un primer
sustrato mientras que la segunda porcion del nanoindicador se puede inmovilizar en un segundo sustrato, distinto del
primero.
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El sustrato se puede preparar de acuerdo con cualquier método evidente para los expertos en la técnica. Para una
revision de la miriada de técnicas que se pueden usar para activar sustratos ejemplificativos de la invencion con una
densidad suficiente de grupos reactivos, ver Wiley Encyclopedia of Packaging Technology, 2d Ed., Brody & Marsh,
Ed., “Surface Treatment”, pp. 867 874, John Wiley & Sons (1997), y las referencias alli citadas. Los métodos quimicos
adecuados para generar grupos amino sobre sustratos de 6xido de silicio se describen en Atkinson & Smith, “Solid
Phase Synthesis of Oligodeoxyribonucleotides by the Phosphite Triester Method”, En: Oligonucleotide Synthesis: A
Practical Approach, M J Gait, Ed., 1984, IRL Press, Oxford, particularmente en las pags. 45 y 49 (y las referencias alli
citadas; métodos quimicos adecuados para generar grupos hidroxilo sobre sustratos de 6xido de silicio se describen
en Pease et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5022 5026 (y las referencias alli citadas); se describen métodos
quimicos para generar grupos funcionales sobre polimeros tales como poliestireno, poliamidas y poliestirenos
injertados en Lloyd Williams et al., 1997, Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and Proteins, Chapter 2,
CRC Press, Boca Raton, FL (y las referencias alli citadas).

Los ejemplos de sustratos utiles incluyen superficies recubiertas con estreptavidina, por ejemplo, Accelr8 TB0200.
Otros sustratos Utiles incluyen superficies recubiertas con N-hidroxisuccinamida que son capaces de reaccionar con
una porcién de un nanoindicador que comprende una amina. Una de tales superficies es OptArray-DNA (AccelRS). Se
recubren superficies Utiles adicionales con aldehido (por ejemplo, Nexterion Slide AL, Schott) y superficies recubiertas
con epoxi (por ejemplo, Nexterion Slide E, Schott). Otra superficie Util es una superficie recubierta con BSA biotinilada
util para la inmovilizacién selectiva de una porcién de un nanoindicador que comprende avidina o estreptavidina.

5.13.8 Métodos de uso de nanoindicador inmovilizado selectivamente, extendidos u orientados

Los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar para cualquier proposito
evidente para los expertos en la técnica. Por ejemplo, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos
y/u orientados son utiles para mapeo, nanoensamblaje y resonancia de plasmon superficial. En ciertas realizaciones,
los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar para macromoléculas
con una variedad de técnicas, por ejemplo, microscopia de fuerza atdbmica o microscopia electronica.

En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar
para mapeo macromolecular. Por ejemplo, se pueden usar para determinar la ubicacién de la unién o hibridacion a lo
largo de una macromolécula, por ejemplo, por moléculas fluorescentes o proteinas de uniéon de ADN.

En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar
para nanoensamblaje. Por ejemplo, se pueden usar para facilitar el crecimiento de cristales en nanoindicadores
extendidos y/u orientados, o crecimiento de cristales sobre polipéptidos ligados o unidos a macromoléculas extendidas
y/u orientadas. En ciertas realizaciones, las macromoléculas inmovilizadas selectivamente, extendidas y/u orientadas
se pueden usar para la construccion de nanovias. En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados
selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar para el transporte dirigido usando motores moleculares,
tales como kinesina o miosina. En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos
y/u orientados se pueden usar para la computacion molecular o para el ensamblaje de circuitos que comprenden
macromoléculas, por ejemplo, computacion de ADN. En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados
selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar para manipular nanotubos de carbono.

En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar
para el estudio de proteinas de union al polinucledtido. Se pueden usar, por ejemplo, para determinar la presencia o
localizacion de proteina unida a un polinucleétido. Las técnicas utiles incluyen resonancia de plasmon superficial. En
ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar
para el estudio de fibras de proteina, tales como amiloide, titina, y fibronectina.

En ciertas realizaciones, los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados selectivamente
se pueden usar para crear codigos de barras macromoleculares con el propdsito de separacion y deteccion secuencial
de etiquetas. Estas etiquetas espaciadas a lo largo de la molécula proporcionan un cédigo Unico que se puede leer
cuando el nanoindicador esta inmovilizado y extendido y/u orientado. La extensién y/u orientacion con inmovilizacién
selectiva pueden facilitar la decodificacion del codigo de barras macromolecular.

Los nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos y/u orientados se pueden usar adicionalmente para ser
utilizados en cualquier contexto en el que la deteccidn o formacién de imagenes de un nanoindicador podria ser Util. Se
pueden usar para fines de diagndstico, prondstico terapéutico y analisis. Por ejemplo, se aplicar al analisis de muestras
biomoleculares obtenidas o derivadas de un paciente con el fin de determinar si un tipo de célula enferma esta
presente en la muestra y/o para clasificar la enfermedad. Se pueden usar para diagnosticar infecciones patégenas, por
ejemplo infecciones por bacterias intracelulares y virus, mediante la determinacion de la presencia y/o cantidad de
marcadores de bacteria o virus, respectivamente, en la muestra. Las composiciones y métodos de la invencion se
pueden usar para cuantificar moléculas diana cuya abundancia es indicativa de un estado biolégico o condicion de
enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos que estan regulados por aumento o regulacion por disminucion
como resultado de un estado de enfermedad. Ademas, las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar
para proporcionar informacion pronoéstica que ayude a determinar un curso de tratamiento para un paciente.
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5.13.9 Kits que comprenden nanoindicadores inmovilizados selectivamente, extendidos u orientados

Ademas, en la presente se describen kits que comprenden uno o mas componentes de la invencién. Los kits pueden
comprender, por ejemplo, un sustrato de acuerdo con la invencion y uno o mas nanoindicadores inmovilizados
selectivamente extendidos y/u orientados, o ambos, inmovilizados selectivamente sobre el sustrato. Los kits se
pueden usar para cualquier proposito evidente para los expertos en la técnica, que incluyen los descritos
anteriormente.

En ciertas variantes, en la presente se describen kits Utiles para la extension y/u orientacion e inmovilizacion selectiva
de nanoindicadores. Los kits pueden comprender un sustrato para inmovilizacion y uno o mas comparieros de unién
para facilitar la extension y/u orientacion o inmovilizacién de un nanoindicador. Los comparieros de union, en ciertas
realizaciones, pueden comprender un resto Util para la extension y/u orientacion del nanoindicador en una fuerza
apropiada. En ciertas realizaciones, los compafieros de unién pueden facilitar la inmovilizacién o inmovilizacién
selectiva del nanoindicador a la superficie. En realizaciones adicionales, el kit puede comprender un nanoindicador
para la extension y/u orientacion e inmovilizacion. En realizaciones adicionales, el kit podria comprender un dispositivo
capaz de extender el nanoindicador.

5.14 Deteccion de nanoindicadores

Los nanoindicadores se detectan por cualquier medio disponible en la técnica que sea capaz de detectar las sefiales
especificas en un nanoindicador dado. Cuando el nanoindicador estd marcado con fluorescencia, se puede
investigarse la consideracion adecuada de las fuentes de excitacion apropiadas. Las fuentes positivas pueden incluir
pero no se limitan a lampara de arco, lampara de xendn, laseres, dioses emisores de luz o alguna combinacion de
estas. La fuente de excitacion apropiada se utiliza conjuntamente con un sistema de deteccion 6ptico apropiado, por
ejemplo un microscopio fluorescente invertido, un microscopio epi-fluorescente o un microscopio confocal. Con
preferencia, se utiliza un microscopio que puede permitir la deteccidn con suficiente resolucién espacial para
determinar la secuencia de las manchas en el nanoindicador.

5.14.1 Seleccién del microscopio y lente del objetivo

La consideracion principal con respecto a la lente del objetivo del microscopio es con la resolucion 6ptica, que se
determina por su abertura numérica (NA). Generalmente, mayor NA, mejor resolucion optica. La NA requerida es
preferentemente al menos 1,07 basada en la relacion de & = 5 = 0,67A/NA (5 = resolucion optica y A = longitud de
onda). La cantidad de luz que se recolecta en un objetivo esta determinada por NA4/Mag (Mag = aumento del
objetivo). Por lo tanto, con el fin de recolectar la mayor cantidad de luz posible, se deben seleccionar objetivos con NA
alta y aumentos bajos.

5.14.2 Seleccion de la camara ccd y técnicas de captura de imagenes

Cuando se selecciona una camara CCD, la primera consideracion es el tamario de pixel, que determina parcialmente
la resolucion final del sistema de formacion de imagenes. De manera 6ptima la resolucion optica no debe estar
comprometida por la camara CCD. Por ejemplo, si la resolucion optica es 210-300 nm, que corresponde a 12,6-18 pm
en un chip CCD después de un aumento de 60x, con el fin de resolver y mantener la resolucién 6ptica debe haber al
menos dos pixeles para muestrear cada punto. O el tamafo de pixel del chip CCD debe ser como maximo 6.3- 9 um.

La segunda consideracion es la sensibilidad de detecciéon que se puede determinar por muchos factores que incluyen
pero sin limitacion a tamafio de pixel, eficiencia cuantica, ruido de lectura y ruido oscuro. Para lograr una alta
sensibilidad, se selecciona una camara cualitativa con gran tamarfio de pixel (que puede dar un area de recoleccion
alta), alta eficiencia cuantica y bajo nivel de ruido. Un ejemplo de camara con estos criterios es la camara Orca-Ag de
Hamamatsu Inc.

5.15 Sistema informatico

La invencién proporciona sistemas de ordenador que se pueden usar para automatizar la recoleccion de imagenes de
nanoindicadores, realizar la identificacion de nanoindicadores y/o decodificar los cddigos de nanoindicadores.
Especificamente, la invencion proporciona varios sistemas de ordenador que ejecutan uno o mas programas descritos
a continuacion (por ejemplo, médulo de almacenamiento de datos 44, mddulo de identificacion de etiqueta 50, médulo
de identificacion de sonda 54). Los sistemas de ordenador pueden controlar una camara que toma imagenes de luz de
nanoindicadores unidos a sustratos. Estas imagenes de luz luego son usados por los ordenadores de la presente
invencion para identificar y decodificar nanoindicadores.

La Figura 9 detalla un ejemplo del sistema que soporta la funcionalidad descrita en la presente. El sistema con
preferencia es un sistema informatico 10 que tiene:

* una unidad de procesamiento central 22;

*Una unidad de almacenamiento principal no volatil 14, por ejemplo, una unidad de disco duro para almacenar software
y datos, la unidad de almacenamiento 14 controlada por el controlador 12;
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*una memoria de sistema 36, con preferencia una memoria de acceso aleatorio de alta velocidad (RAM), para
almacenar programas de control del sistema, datos y programas de aplicacion, que comprende programas y datos
cargados desde la unidad de almacenamiento no volatil 14; la memoria de sistema 36 también puede incluir memoria
de solo lectura (ROM);

euna interfaz de usuario 32, que comprende uno o mas dispositivos de entrada (por ejemplo, teclado 28) y una pantalla
26 u otro dispositivo de salida;

*Una tarjeta de interfaz de red 20 u otro circuito de comunicacién para conectar con el detector 72 y, opcionalmente,
cualquier red de comunicacion cableada o inalambrica 34 (por ejemplo, Internet o cualquier otra red de area amplia);

*un bus interno 30 para interconectar los elementos mencionados anteriormente del sistema, y
+ una fuente de energia 24 para alimentar los elementos antes mencionados.

La operacion del sistema informatico 10 es controlado principalmente por el sistema operativo 40, que es ejecutado por
la unidad de procesamiento central 22. El sistema operativo 40 se puede almacenar en la memoria del sistema 36.
Ademas del sistema operativo 40, en una implementacion tipica, la memoria del sistema 36 puede incluir Uno o mas de
los siguientes:

*sistema de archivos 42 para controlar el acceso a los diversos archivos y estructuras de datos utilizados por la
presente invencion;

* un modulo de almacenamiento de datos 44 que comprende instrucciones para almacenar una pluralidad de
imagenes de luz 46;

*un modulo de identificacion de etiquetas 50 para identificar una pluralidad de etiquetas 52 en la pluralidad de
imagenes de luz que estan proximas entre si sobre un sustrato, donde un orden espacial de la pluralidad de etiquetas
determina una secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas;

*un moédulo de identificacion de sonda 54 para determinar si la secuencia de cadenas de una pluralidad de etiquetas
comprende una secuencia indicadora valida; y

* una tabla de consulta 56 que incluye una pluralidad de secuencias indicadoras validas 58.

Como se ilustra en la Fig. 9, el sistema informatico 10 comprende médulos de programa de software y estructuras de
datos. Las estructuras de datos almacenados en el sistema informatico 10 incluyen, por ejemplo, imagenes 46,
etiquetas 52 y tabla de consulta 56. Cada una de estas estructuras de datos puede comprender cualquier forma de
almacenamiento de datos que incluyen, pero sin limitacién, un archivo ASCII plano o binario, una hoja de calculo Excel,
una base de datos relacional (SQL), una base de datos de procesamiento analitico en linea (OLAP) (MDX y/o variantes
de estos) o un archivo de valores separados por comas. En algunas realizaciones, las estructuras de datos y los
moddulos de software representados en la Figura 9 no estan alojados en el sistema informatico 10, sino que estan
alojados en un ordenador u otro tipo de dispositivo de almacenamiento que esta en comunicacion eléctrica con el
sistema informatico 10 a través de la red 34.

Un aspecto de la presente invencion proporciona un producto de programa de ordenador que comprende un medio de
almacenamiento legible por ordenador (por ejemplo, memoria 36, unidad de almacenamiento 14, y/u otros medios de
almacenamiento legibles por ordenador) y un mecanismo de programa de ordenador incorporado alli. El mecanismo
del programa de ordenador es para detectar la presencia de una sonda dentro de una muestra superpuesta sobre un
sustrato. Como se describié anteriormente, la sonda comprende una pluralidad de monémeros marcadores dispuestos
espacialmente en una o mas regiones de union de etiqueta de un nanoindicador dado. La secuencia de sefiales
emitidas por los monémeros marcadores asociados con las diversas regiones de unioén de etiqueta del andamio de un
nanoindicador dado permite la identificacion Unica del nanoindicador. EI mecanismo de programa de ordenador
comprende un moédulo de almacenamiento de datos 44, un médulo de identificacion de etiqueta 50 y un médulo de
identificacion de sonda 54.

Medio de almacenamiento de datos 44. El médulo de almacenamiento de datos 44 comprende instrucciones para
almacenar una pluralidad de imagenes de luz 46. Cada imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz es de luz
emitida de una muestra superpuesta sobre un sustrato. Las muestras bioldgicas representativas se describen en la
Seccién 5.10, anterior. Los sustratos representativos se describen en la Seccién 5.13.7. En realizaciones tipicas, cada
imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz es un barrido, tomada por el detector 72, de una porciéon de un
sustrato. Los ejemplos de detectores 72 se describen en la seccion 5.14.2. Un ejemplo de detector 72 no limitante es la
camara Orca-Ag de Hamamatsu Inc. Cada imagen de luz es una imagen del sustrato sobre el que esta superpuesta la
muestra que contiene un nanoindicador tomada por el detector 72. Cada imagen de luz registra la luz de la muestra en
un intervalo de longitudes de onda correspondiente en una pluralidad de rangos de longitudes de onda diferentes. En
otras palabras, cada imagen de luz mide la luz en un intervalo de longitud de onda seleccionado. En algunas
realizaciones, el intervalo de longitud de onda de una imagen de luz se determina por las especificaciones de un filtro
de luz que filtres luz recibida por el detector 72. El filtro bloquea efectivamente la luz que no esta dentro de un intervalo
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de longitud de onda especificado. En la practica, se toma una pluralidad de imagenes de luz, y cada imagen de luz en
la pluralidad de imagenes de luz se toma utilizando un filtro seleccionado de una pluralidad de filtros diferentes. En
algunas realizaciones, se toman 2 o mas imagenes de luz, 3 o mas imagenes de luz, 4 o mas imagenes de luz, 5 0 mas
imagenes de luz, 6 o mas imagenes de luz, 7 o0 mas imagenes de luz, 8 o mas imagenes de luz, 9 o mas imagenes de
luz, o0 10 o mas imagenes de luz, entre 2 y 20 imagenes de luz, entre 2 y 100 imagenes de luz, o menos de 30
imagenes de luz. Los filtros para limitar la luz en intervalos de longitud de onda predeterminados estan disponibles en
el comercio. Los ejemplos no limitantes de filtros disponibles en el comercio son HQ480/40, Q505LP, HQ535/50,
HQ545/30x, 570LP, HQ587/30m, HQ630/20, Q649LP, y HQ655LP por Chroma Inc. Los ejemplos de intervalos de
longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda puede ser, por ejemplo, el intervalo de
longitud de onda entre 485 nm y 585 nm, el intervalo de longitud de onda entre 557 nm y 617 nm, el intervalo de
longitud de onda entre 637 nm y 697 nm, el intervalo de longitud de onda entre 510 nm y 650 nm, el intervalo de
longitud de onda entre 586 nm y 658 nm, el intervalo de longitud de onda entre 515 nm y 575 nm, y el intervalo de
longitud de onda entre 440 nm y 520 nm. Muchos otros intervalos de longitud de onda se pueden usar ademas de o en
vez de alguno o todos los intervalos de longitud de onda mencionados anteriormente.

En algunas realizaciones, la pluralidad de intervalos de longitud de onda diferentes consiste en entre dos y seis
intervalos de longitud de onda diferentes, entre dos y veinte intervalos de longitud de onda diferentes, mas de diez
intervalos de longitud de onda diferentes, mas de veinte intervalos de longitud de onda diferentes, mas de treinta
intervalos de longitud de onda diferentes, mas de cuarenta intervalos de longitud de onda diferentes, mas de 100
intervalos de longitud de onda diferentes, o0 menos de cincuenta intervalos de longitud de onda diferentes. En algunas
realizaciones cada intervalo de longitud de onda representa un color diferente. En algunas realizaciones existe algun
grado de superposicién entre intervalos de longitud de onda diferentes. En algunas realizaciones no existe
superposicion entre intervalos de longitud de onda diferentes.

Una ventaja de la presente invencién es que no existe un requerimiento de que los nanoindicadores descritos en la
presente se superpongan en una posicion predeterminada sobre el sustrato como es el caso en las técnicas de
micromatriz. Aunque se pueden preparar sustratos especializados de tal manera que los nanoindicadores de la
presente invencion se adheriran a posiciones predeterminadas sobre un sustrato, en realizaciones preferidas, la
ubicacion en la que una nanocadena se adhiere a un sustrato es totalmente aleatoria. Ademas, en realizaciones
preferidas, todo lo que se necesita determinar es la identidad de un nanoindicador sobre el sustrato. Por lo tanto, las
sefiales se miden a partir del sustrato con el fin de la identificacion del nanoindicador. Como tal, las sefiales se
procesan de una manera binaria (por ejemplo, ausencia o presencia de una longitud de onda dada) en realizaciones
preferidas usando los médulos de software descritos a continuacion. En algunas realizaciones, no solo la posicion de
nanoindicadores sobre el sustrato es aleatoria, también lo es la orientacion. Incluso en casos donde la orientacion del
nanoindicador sobre el sustrato es aleatoria, los médulos de software descritos a continuacién pueden identificar los
nanoindicadores. Otra ventaja de la presente invencion es que no existe el requerimiento de que multiples regiones del
substrato estén unidas entre si en una imagen de luz compuesta. Se toman multiples imagenes de luz del sustrato,
pero cada una de estas imagenes de luz procede de la misma regién del sustrato, solo a diferentes longitudes de onda.

En algunas realizaciones, una etiqueta fluorescera a multiples longitudes de onda (por ejemplo, rojo y azul). En tales
realizaciones, el médulo de identificacién de etiqueta descrito a continuacion detecta tal etiqueta mediante la medicién
de una mancha en la misma posicién sobre el sustrato en mdltiples imagenes de luz. Los criterios de intensidad se
pueden utilizar en tales casos. Por ejemplo, se podria imponer un requerimiento que (i) se observe una intensidad azul
minima en una imagen de luz que almacene la luz azul emitida por la muestra y (ii) que se observe una intensidad
minima roja en la misma mancha en la imagen de luz que almacena la luz roja emitida por la muestra.

Mdédulo de identificacion de etiqueta 50. EI médulo de identificacion de etiqueta 50 comprende instrucciones para
identificar una pluralidad de etiquetas (monémeros marcadores), en la pluralidad de imagenes de Luz 46, que estan
préximas entre si sobre el sustrato. En las realizaciones tipicas, cada etiqueta en un nanoindicador emitira luz que
hace que aparezca una mancha luminosa correspondiente en una o mas imagenes de luz 46. Cada imagen de luz 46
puede tener decenas, cientos o incluso miles de manchas, donde cada mancha representa potencialmente una
etiqueta en un nanoindicador. El médulo de identificacion de etiquetas 50 estima que estas manchas en las imagenes
de luz son etiquetas cuando se satisfacen criterios especificos, descritos con detalle a continuacion.

El médulo de identificacion de etiqueta 50 es capaz de identificar etiquetas que estan proximas entre si sobre el
sustrato incluso cuando estas etiquetas aparecen en diferentes imagenes de luz. Por ejemplo, se debe considerar el
caso en que la etiqueta 1 (mondémero de luz 1) y etiqueta 2 (mondmero de luz 2) estan en el mismo nanoindicador y
estan espacialmente proximos sobre el sustrato. Ademas se debe considerar que la etiqueta 1y etiqueta 2 emiten luz
dentro de los intervalos de longitud de onda diferentes. En consecuencia, en este ejemplo, la luz emitida por la etiqueta
1 y por la etiqueta 2 se registra en diferentes imagenes de luz, es decir Imagen de luz A e imagen de luz B,
respectivamente. En algunas realizaciones, la emision de luz de la etiqueta 1 se registra como una mancha de
intensidad brillante en la imagen de luz A mientras que la emision de luz de la etiqueta 2 se registra como una mancha
de intensidad brillante en la imagen de luz B. En este ejemplo, el médulo de identificacion de etiqueta 50 superpone la
imagen de luz A y la imagen de luz B. La Imagen de luz A y la imagen de luz B cubren la misma region del sustrato.
Esta region del sustrato puede abarcar varios nanoindicadores. En efecto, esta region del sustrato cubierta por la
imagen de luz A y la imagen de luz B puede abarcar cientos o incluso miles de nanoindicadores. Por lo tanto, la imagen
de luz Ay la imagen de luz B pueden registrar potencialmente decenas, cientos o incluso miles de etiquetas, donde
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cada etiqueta aparece, por ejemplo, como una mancha brillante en laimagen de luz A, la imagen de luz B o alguna otra
imagen de luz que es tomada por el detector 72. Laimagen de luz A y la imagen de luz B solo difieren en el intervalo de
longitud de onda registrado. Debido a que la imagen de luz A y la imagen de luz B se superponen espacialmente entre
si, el médulo de identificacion de etiqueta 50 puede identificar la proximidad espacial de la etiqueta 1 y la etiqueta 2,
aunque la etiqueta 1 y la etiqueta 2 se originan en diferentes imagenes de luz sobre la base de la proximidad espacial
de la etiqueta 1 y la etiqueta 2 en las imagenes de luz superpuestas.

Cada intervalo de longitud de onda representada por una imagen de luz 46 esta destinado a medir un color particular
emitido por uno o mas mondémeros marcadores en una nanocadena. En algunas realizaciones, un intervalo de longitud
de onda abarca un conjunto contiguo de longitudes de onda que tiene un ancho espectral de hasta 10 nm, hasta 20
nm, hasta 30 nm, hasta 40 nm, hasta 50 nm, hasta 60 nm, hasta 70 nm, hasta 80 nm, hasta 90 nm, o hasta 100 nm.

En algunas realizaciones, el médulo de identificacion de etiqueta 50 alinea las imagenes de luz usando referencias. Un
ejemplo no limitante de una referencia es una perla de latex que esta impregnada con muchos tipos diferentes de
colorante. Un ejemplo de una referencia es el kit de microscopia de fluorescencia multiespectral MultiSpeck™
(Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon). El kit de estandares de microscopia de fluorescencia multiespectral
MultiSpeck™ se comercializa como una referencia externa para comparar imagenes recolectadas con diferentes
opticas, en diferentes instrumentos y en diferentes laboratorios, asi como para controlar las variaciones dia a dia de
rutina en el desempefio instrumental. El kit incluye dos suspensiones de microesferas de diametro submicrénico. La
primera suspension, la suspension MultiSpeck, esta compuesta de microesferas fluorescentes multiespectrales que
exhiben tres bandas de excitacion y emision relativamente distintas, rojo, verde y azul, todas en la misma particula.
Cuando se excita con luz ultravioleta, cada esfera emite fluorescencia azul, mientras que cuando se usan filtros de
fluoresceina o de rodamina/Texas Red®, las esferas fluorescen a longitudes de onda similares a las emisiones de
fluoresceina o rodamina/rojo de Texas, respectivamente. Ademas, debido a que una microesfera multiespectral tnica
aparecera de diferentes colores de acuerdo con los filtros utilizados para la observacion, estas microesferas se pueden
usar para el registro de imagenes a través de multiples longitudes de onda, de este modo se permite la determinacion
precisa de las relaciones espaciales de multiples etiquetas en un experimento multiparamétrico. La segunda
suspension, la suspension de mezcla RGB, esta compuesta por una mezcla de microesferas de "banda Unica" que
exhiben las mismas tres bandas de excitacidn/emision, rojo, verde y azul, (RGB) que las microesferas
multiespectrales, pero en particulas separadas. En consecuencia, una referencia emitira luz a través de varias
longitudes de onda diferentes. Las referencias se disponen aleatoriamente sobre el sustrato junto con la muestra.
Debido a que las referencias emiten luz a través de un intervalo amplio de frecuencias espectrales, estan presentes en
varias, si no en toda la pluralidad de imagenes de luz. De este modo, el moédulo de identificacion de etiqueta 0 puede
alinear la mayoria si no todas las imagenes de luz en una pluralidad de imagenes entre si utilizando las manchas de
referencia presentes en las imagenes de luz, con la condicién de que las imagenes de luz pertenezcan a la misma
region del sustrato (por efemplo, el mismo campo de vista).

Un orden espacial de la pluralidad de etiquetas determina una secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas. Por
ejemplo, se debe considerar el caso en el que la siguiente cadena de mondémeros marcadores se detectan en el
sustrato: rojo - rojo - verde - azul. El orden espacial de estos monémeros marcadores en el sustrato rige la secuencia
de cadenas de una posible sonda. Por lo tanto, si se detectan mondémeros marcadores dispuestos en serie sobre el
sustrato con la disposicidn en serie: rojo - rojo - verde - azul, los monémeros marcadores dispuestos en serie forman la
secuencia de cadena: RRGB, donde R significa rojo, G significa verde y B significa azul. La secuencia de cadenas
RRGB es potencialmente una secuencia de cadenas de una sonda valida.

La presente invencién abarca un intervalo amplio de etiquetas diferentes que se pueden usar en una sonda. En
algunas realizaciones, cada etiqueta en una pluralidad de etiquetas dispuestas espacialmente puede emitir luz en uno
de cuatro intervalos de longitud de onda diferentes: a red intervalo de longitud de onda, un intervalo de longitud de
onda verde, un intervalo de longitud de onda azul, o blanco (sin emision). En algunas realizaciones, cada etiqueta en
una pluralidad de etiquetas dispuestas espacialmente puede emitir luz en uno de cinco intervalos de longitud de onda
diferentes, seis intervalos de longitud de onda diferentes, siete intervalos de longitud de onda diferentes, ocho
intervalos de longitud de onda diferentes, nueve intervalos de longitud de onda diferentes, diez intervalos de longitud
de onda diferentes, entre cinco y quince intervalos de longitud de onda diferentes, entre cuatro y veinte intervalos de
longitud de onda diferentes, entre tres y cuarenta intervalos de longitud de onda diferentes, mas de 30 intervalos de
longitud de onda diferentes, o menos de 100 intervalos de longitud de onda diferentes. Ademas, la presente invencion
no impone ninguna limitacién en el nimero de etiquetas (monémeros marcadores) que estan presentes en una sonda
dada. En algunas realizaciones, existen entre dos y 100 etiquetas en una sonda, entre dos y 1000 etiquetas en una
sonda, entre dos y 20 etiquetas en una sonda, entre tres y 40 etiquetas en una sonda, mas de cinco etiquetas en una
sonda, mas de seis etiquetas En una sonda, mas de siete etiquetas en una sonda, mas de diez etiquetas en una
sonda, 0 menos de cincuenta etiquetas en una sonda.

El médulo de identificacion de etiqueta 50 determina el orden espacial de las etiquetas sobre un sustrato. Para lograr
esto, se identifica una pluralidad de etiquetas en las imagenes. En realizaciones tipicas, hay mas de una sonda en la
porcion del sustrato que se visualiza, y cada una de dichas sondas tiene una pluralidad de etiquetas espacialmente
dispuestas que generan manchas correspondientes en las imagenes de luz. En algunas realizaciones, hay entre dos y
10.000 sondas en la porcion del sustrato que esta formando una imagen. Por lo tanto, el médulo de identificacion de
etiquetas 50 tiene que determinar qué manchas en las imagenes son etiquetas asi como identificar conjuntos de
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etiqguetas que pertenecen cada una a una sonda Unica. Esta tarea se hace mas compleja en las realizaciones
preferidas en las que las sondas se unen aleatoriamente al sustrato.

En algunas realizaciones, el modulo de identificacion de etiqueta 50 primero valida etiquetas en las imagenes de luz.
Luego, el médulo de identificacion de etiqueta 50 procede a determinar cual de las etiquetas en la pluralidad de
etiquetas pertenece a la misma sonda usando una o mas reglas. En algunas realizaciones médulo de identificacion de
etiqueta 50 primero identifica una pluralidad de etiquetas candidatas que da origen a las manchas en la pluralidad de
imagenes de luz. Cada etiqueta candidata en la pluralidad de etiquetas candidatas comprende una posicion en el
sustrato que emite mas de una cantidad umbral de luz en una o mas imagenes de luz en la pluralidad de imagenes de
luz. En algunas realizaciones, la pluralidad de etiquetas comprende una primera etiqueta candidata que emite luz en
una primera longitud de onda en la pluralidad de diferentes longitudes de onda y una segunda etiqueta candidata en la
pluralidad de etiquetas que emite luz en una segunda longitud de onda en la pluralidad de diferentes longitudes de
onda. En algunas realizaciones, se estima que una etiqueta candidata es una etiqueta valida cuando emite mas de una
cantidad umbral de luz en cualquier imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz. En algunas realizaciones, €l
modulo de identificacion de etiqueta 50 verifica que una etiqueta candidata es una etiqueta valida cuando la etiqueta
cumple el criterio de forma de la mancha (por ejemplo, una coincidencia entre una forma de mancha observada de la
etiqueta candidata y la dispersion del punto tedrico de la luz de fuente puntual limitada de difraccion determinada por
un aumento de la etiqueta candidata). En algunas realizaciones, el médulo de identificacion de etiqueta 50 verifica que
una etiqueta candidata es una etiqueta valida usando modelado de funcién de dispersion de puntos. En algunas
realizaciones, el médulo de identificacion de etiquetas 50 valida una etiqueta candidata usando un algoritmo de
segmentacion de la mancha (por ejemplo, una transformacion divisoria). Las transformaciones divisorias se describen
en Vincent y Soille, 1991, IEEE Transactions on Pattern Analysis and Machina Intelligence 13, pp. 583-598,

En algunas realizaciones, modulo de identificacion de etiqueta 50 verifica que una etiqueta candidata es una etiqueta
valida cuando la etiqueta cumple el criterio de forma de la mancha (por ejemplo, una coincidencia entre una forma de
mancha observada de la etiqueta y la dispersion del punto teérico de la luz de fuente puntual limitada de difraccion
determinada por un aumento de la etiqueta en una imagen en la que se observo la etiqueta). En algunas realizaciones,
el criterio de la forma de la mancha se evalta usando el modelo de funcidon de dispersion de puntos. En algunas
realizaciones, el el criterio de la forma de la mancha se evalua usando un algoritmo de segmentacion de mancha (por
efemplo, una transformacion divisoria). Un ejemplo de aplicacion de una transformacion divisoria se describe en Park
et al., 2004, “Automatic Microarray Image Segmentation Based on Watershed Transformation”, Proceedings of the 17"
International Conference on Pattern Recognition, volume 3, pages 786-789,.

En algunas realizaciones, una etapa de segmentacion de imagen se lleva a cabo mediante el médulo de identificacion
de etiqueta 50 en una etiqueta candidata en una imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz para determinar
qué pixeles forman la mancha en la imagen de luz generada por la etiqueta, y qué pixeles forman el fondo y que
pixeles son solo ruido o artefactos y deben ser eliminados. En algunas realizaciones, se usa un enfoque de
segmentacion de sefal de base espacial pura por el médulo de identificacion de etiqueta 50, en el que se coloca un
circulo sobre la mancha generada por la etiqueta. En este enfoque, todos los pixeles dentro de este circulo se cuentan
como parte de la mancha y todos los pixeles fuera del circulo se utilizan para calcular el fondo. Los pixeles entre los
dos circulos corresponden al area de transicion entre la mancha y su fondo y se descartan para mejorar la calidad de
los datos. En este enfoque, todos los pixeles fuera del circulo dentro del limite de un cuadrado predeterminado se
consideran como fondo.

En algunas realizaciones, la segmentacion basada en intensidad es usada por el médulo de identificacion de etiquetas
50 para validar las etiquetas candidatas. Los métodos de esta categoria usan exclusivamente informaciéon de
intensidad para segmentar los pixeles de sefial del fondo. Tales enfoques asumen que los pixeles de sefial son mas
brillantes en promedio que los pixeles de fondo. Como ejemplo, se supone que la regiéon blanco alrededor de la
mancha tomada de la imagen de luz consiste en 40 x 40 pixeles. La mancha es de aproximadamente veinte pixeles de
diametro. Por lo tanto, del total de 1600 (40 x 40) pixeles en la region, aproximadamente 314 (11 x 102, ya que el area de
un circulo es 777, donde r representa el radio y es la mitad del diametro) pixeles, 0 20% son pixeles de sefial y se
espera que tengan sus valores de intensidad superiores a los de los pixeles de fondo. Para identificar estos pixeles de
sefial, todos los pixeles de la region blanco se ordenan en una matriz unidimensional desde el pixel de intensidad mas
baja hasta la mas alta (p+, p2, ps,.... P2500) €n la que pses el valor de intensidad del pixel enésima intensidad mas baja
entre todos los pixeles. Si no existe contaminacion en la regién blanco, los 20% superiores de pixeles en el intervalo de
intensidad se pueden clasificar como pixeles de sefial. En algunas realizaciones, una mancha solo se considera valida
si la intensidad medida por el enfoque de segmentacién basado en intensidad excede un valor de umbral. Sin
embargo, en la presente invencion, el tamafio de la mancha en general es sustancialmente menor de veinte pixeles de
diametro, pero el método descrito es aun aplicable.

En algunas realizaciones, la segmentacion de Mann-Whitney se utiliza por el médulo de identificacion de etiqueta 50
para validar las etiquetas candidatas. La segmentacion de Mann-Whitney se describe en Draghici, 2003, Data Analysis
Tools for DNA Microarrays, Chapman & Hall/lCRC, New York, p. 47. El enfoque de segmentacién de Mann-Whitney
combina el uso de la informacion espacial con algun analisis basado en la intensidad. Sobre la base del resultado de la
operacioén de localizacion de mancha realizada por el médulo de identificacion de etiqueta 50, se coloca un circulo en
la regién blanco para incluir la regiéon en la que se espera encontrar la mancha. Debido a que se supone que los pixeles
fuera del circulo son el fondo, las propiedades estadisticas de estos pixeles de fondo se pueden usar para determinar
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qué pixeles dentro de los circulos son pixeles de sefial. Se utiliza una prueba de Mann-Whitney para obtener un nivel
de intensidad de umbral que separara los pixeles de sefial de otros pixeles (por ejemplo, fondo) incluso si estan dentro
del area esperada de la mancha. La prueba de Mann-Whitney se describe en Smith, 1991, Statistical Reasoning,
Tercera Edicion, Allyn y Bacon, Boston, pags. 724-730. Los pixeles dentro del circulo que tienen una intensidad mas
alta que la intensidad del umbral se tratan como sefial. En algunas realizaciones, una mancha solo se considera valida
si la intensidad medida por el enfoque de segmentacion de Mann-Whitney supera un valor umbral.

En algunas realizaciones, se utiliza una segmentacion espacial de intensidad combinada (enfoque de mediciones
recortadas) por el modulo de identificacion de etiquetas 50 para validar las etiquetas candidatas. Este enfoque
combina la informacién espacial y de intensidad en la segmentacion de los pixeles de sefial desde el fondo de una
manera similar al enfoque de Mann-Whitney. En este enfoque, la suposicién es que una vez que la mancha para una
etiqueta se localiza mediante el médulo de identificacion de etiqueta 50 y un circulo blanco se coloca en la region
blanco, la mayoria de los pixeles dentro del circulo seran pixeles de sefial y a mayoria de los pixeles fuera del circulo
seran el fondo. Sin embargo, debido a la irregularidad de forma de la mancha, los pixeles pueden salir fuera del circulo
y algunos pixeles de fondo pueden entrar en el circulo. Los pixeles de fondo dentro del circulo se pueden considerar
como valores atipicos en la distribucion de intensidad de los pixeles de sefial. Del mismo modo, los pixeles de sefial
que caen fuera del circulo también apareceran como valores atipicos con respecto a la distribucion de intensidad de
los pixeles de fondo. Los pixeles de contaminacién en cualquier lugar apareceran como valores atipicos en el dominio
de intensidad tanto para la sefial como para el fondo. Estos valores atipicos pueden cambiar severamente la medicion
de la intensidad de sefial media y total si no se eliminan. Para eliminar el efecto de los valores atipicos en estas
mediciones, algunas realizaciones del modulo de identificacion de etiquetas 50 simplemente pueden "recortar” un
porcentaje fijo de pixeles de la distribucion de intensidad de los pixeles para las regiones de sefial y fondo. El enfoque
de Mann-Whitney realiza un analisis estadistico sobre los pixeles fuera del area de mancha supuesta y luego usa el
umbral calculado alli para segmentar los pixeles dentro del area blanco. El enfoque de mediciones recortadas realiza
un analisis estadistico de ambas distribuciones (tanto fuera como dentro de la mancha supuesta) y elimina los valores
atipicos de cada una de tales distribuciones de forma independiente sin hacer profesion de fe en que las
caracteristicas de la distribuciéon exterior también reflejaran las propiedades de la distribucion en el interior. La
eliminacion de aproximadamente 5-10% de cada distribucion permite que este enfoque para hacer frente a los
artefactos tales como particulas de polvo y otras impurezas. En realizaciones preferidas, el modulo de identificacion de
etiquetas 50 no tiene que cuantificar la intensidad de las manchas correspondientes a las etiquetas en las imagenes.
Sin embargo, en algunas realizaciones, la intensidad de la etiqueta se cuantifica usando cualquier técnica de
cuantificacion conocida en la materia, que incluye, pero sin limitacion, la intensidad total de la sefial, la intensidad de la
sefial media y la intensidad de la sefial mediana. Los ejemplos de técnicas de cuantificacion se describen en Draghici,
Draghici, 2003, Data Analysis Tools for DNAMicroarrays, Chapman & Hall/CRC, New York, Section 3.4.3.

Las técnicas identificadas anteriormente identifican una pluralidad de etiquetas candidatas y validan todas o algunas
de estas etiquetas candidatas. Estas se denominan como reglas de nivel de la mancha. En algunas realizaciones, para
ser valido, la mancha para una etiqueta debe coincidir con la funcién de dispersion de puntos de la luz tedrica de la luz
fuente puntual limitado de difraccion. Las manchas se pueden identificar, por ejemplo, por una transformacion
divisoria. En algunas realizaciones, se registran las manchas que exceden el limite de difraccion. A continuacion,
debido a que puede haber mas de una sonda en las imagenes de luz, el médulo de identificacion de etiqueta 50 aplica
un conocimiento a priori sobre la arquitectura de la sonda para determinar qué etiquetas validadas pertenecen a la
misma sonda. En esencia, este conocimiento a priori se utiliza para formar un modelo de como deberia parecer una
sonda en las imagenes de luz. Este modelo luego se puede reducir a un conjunto de reglas de nivel de reportero que se
pueden usar para verificar que un determinado conjunto de etiquetas pertenece a una sonda determinada. Los
ejemplos de tales reglas incluyen aplicar un criterio de distancia entre el centroide de una mancha a otro y requerir que
las manchas consideradas como pertenecientes a la misma sonda no formen angulos mayores que una cantidad
umbral. En esencia, el modelo esperado se ajusta a las etiquetas validadas observadas. En algunas realizaciones, se
considera que un conjunto de etiquetas que da la menor cantidad de error cuando se ajusta a un modelo esperado
para una sonda pertenece a la misma sonda.

En algunas realizaciones, el conocimiento a priori usado para formular un modelo es la expectativa de que las
etiquetas que pertenecen a la misma sonda estaran dispuestas linealmente. En algunas realizaciones, un conjunto de
etiquetas se somete a una regresion lineal con el fin de determinar si el conjunto de etiquetas esta dispuesto de forma
lineal. Si se satisface la regresion lineal, se pueden aplicar otras reglas para validar adicionalmente que el conjunto de
etiquetas pertenece a la misma sonda. En algunas realizaciones, un conjunto de etiquetas se considera lineal si se
ajustan a un criterio de modelo de regresion lineal. En algunas realizaciones, el conjunto de etiquetas se considera que
se ajusta a un criterio de modelo de regresion lineal cuando un valor R para el modelo de regresion es 0,9 o mayor. En
algunas realizaciones, como se describe en la presente, se imponen condiciones experimentales (por ejemplo, un
campo eléctrico) para garantizar que las sondas estén dispuestas linealmente. En algunas realizaciones, las sondas
no estan dispuestas linealmente y se invocan modelos mas complejos que incorporan la curvatura esperada de la
sonda. En algunas realizaciones, la direccion lineal de las sondas sobre el sustrato no se conoce (por ejemplo, no esta
predeterminada). En algunas realizaciones, la direccion lineal de las sondas sobre los sustratos es conocida (por
ejemplo, esta predeterminada). En cada una de estas realizaciones, este conocimiento a priori se utiliza para formar el
modelo. Ademas de las reglas concernientes a la forma de la sonda (por ejemplo, lineal, curva, lineal en una
orientacion predeterminada), existen reglas para el espaciado de la etiqueta. Una regla de espaciado impone
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restricciones sobre la distancia entre las etiquetas en el conjunto de etiquetas. Otros tipos de reglas se refieren a la
forma de las manchas que constituyen el reportero. La forma de la mancha se ha discutido anteriormente en
conjuncion con algoritmos que estan disefiados para localizar manchas y medir la intensidad de la mancha (por
ejemplo, una coincidencia entre una forma de la mancha observada y la dispersion tedrica de la mancha de la luz
fuente puntual limitada de difracciéon determinada por un aumento de la etiqueta, modelo de funcién de dispersion de
puntos, un algoritmo de segmentacion de puntos tal como una transformacion divisoria).

En algunas realizaciones, el modelo utilizado para identificar las etiquetas que pertenecen a la misma sonda requiere
que el espaciad entre cada etiqueta en una sonda sea igual o dentro de un intervalo definido. En un ejemplo, el modelo
comprende las reglas que (i) las etiquetas para la sonda estan dispuestas de forma lineal y (ii) las etiquetas estan
espaciadas entre 450 y 550 nm entre si. En algunas realizaciones, el modelo utilizado para identificar las etiquetas
pertenecientes a la misma sonda no impone ningun requerimiento de que las etiquetas estén espaciadas igualmente.
En efecto, en algunas realizaciones, la informacion sobre una identidad de sonda esta codificada en forma de
espaciamiento desigual entre las manchas de la sonda. Ademas, en algunas realizaciones, la secuencia de cadenas
codificada por una sonda incluye monémeros marcadores espaciadores que no emiten luz en ninguna de las
longitudes de onda medidas en la pluralidad de imagenes de luz. La presente invencién no impone limitaciones al
espaciado entre mondémeros de marcadores. Sin embargo, una vez que se sintetizan los nanoindicadores, el
conocimiento a priori sobre los nanoindicadores se puede usar para construir el modelo. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, un modelo impone la restriccién de que las etiquetas pertenecientes a la sonda estan espaciadas entre
100 nm y 150 nm entre si, entre 150 nm y 200 nm entre si, entre 200 nm y 250 nm entre si, entre 250 nm y 300 nm
entre si, entre 350 nm y 400 nm entre si, entre 400 nm y 450 nm entre si, entre 450 nm y 500 nm entre si, entre 500 nm
y 550 nm entre si, o entre 550 nm y 600 nm entre si. En algunas realizaciones, el espaciado entre los monémeros
marcadores es desigual pero es conocido. Por ejemplo, Por ejemplo, en una nanocadena de cuatro etiquetas, el
espaciado entre primera etiqueta y la segunda etiqueta es 400 nm, el espaciado entre la segunda etiqueta y la tercera
etiqgueta es 750 nm, y el espaciado entre la tercera etiqueta y la cuarta etiqueta es 625 nm. Esta informacion de
espaciamiento se debe tomar en cuenta al construir un modelo para esta clase de nanocadena.

En modelos en los que las etiquetas estan espaciadas equitativamente, el modelo se ajusta a las etiquetas observadas
y el modelo se cumple si las etiquetas observadas se hallan dentro de tolerancias predeterminadas. En algunas
realizaciones, los modelos utilizados para identificar las etiquetas pertenecientes a la misma sonda incluyen reglas de
angulo. Por ejemplo, se debe considerar el caso de una nanocadena de cuatro etiquetas. En algunas realizaciones, un
modelo para esta nanocadena impondra una restriccion de angulo tolerable mas grande, de tal manera que ninguna de
las tres etiquetas de la nanocadena forma un angulo mayor que la restriccion de angulo tolerable mas grande.

En algunas realizaciones, un modulo de identificacion de etiqueta aplica un primer criterio de distancia entre un
centroide de una primera etiqueta y un centroide de una segunda etiqueta en una pluralidad de etiquetas. En algunas
realizaciones, el primer criterio de distancia se determina mediante una distancia calculada entre una primera etiqueta
y una segunda etiqueta en la sonda. En algunas realizaciones, el médulo de identificacion de etiqueta aplica un
segundo criterio de distancia entre un centroide de la segunda etiqueta y un centroide de una tercera etiqueta en la
pluralidad de etiquetas. El segundo criterio de distancia se puede determinar, por ejemplo, mediante una distancia
calculada entre una segunda etiqueta y una tercera etiqueta en la sonda. En algunas realizaciones, el primer criterio de
distancia es el mismo que el segundo criterio de distancia. En algunas realizaciones, el primer criterio de distancia es
diferente del segundo criterio de distancia. En algunas realizaciones, un valor del primer criterio de distancia y un valor
del segundo criterio de distancia contribuyen a determinar si la pluralidad de etiquetas es la sonda.

En algunas realizaciones, las instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas comprenden instrucciones para
identificar una zona tamponante alrededor de una porcién del sustrato que tiene etiquetas seleccionadas. Una zona
tamponante es una region del sustrato que no contiene etiquetas. Una zona tamponante rodea una porcion del
sustrato que tiene un conjunto de etiquetas. La identificacion de una zona tamponante alrededor de un conjunto de
etiquetas asegura que el conjunto de etiquetas rodeado por la zona tamponante es en efecto un conjunto de etiquetas
que potencialmente corresponde a una sonda. Si no se puede identificar una zona tamponante alrededor de un
conjunto dado de etiquetas, el conjunto dado de etiquetas podria ser potencialmente de dos o0 mas sondas que estan
préximas entre si en el sustrato. Esto no es un resultado deseable porque no lleva a la identificacién apropiada de la
sonda. Por lo tanto, el uso de un criterio de zona tamponante puede ayudar a asegurar que un conjunto dado de
etiquetas pertenece a una sonda Unica. En efecto, en algunas realizaciones un conjunto de etiquetas identificadas en
el sustrato no se consideran etiquetas validadas a menos que haya una zona tamponante alrededor del conjunto de
etiquetas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un conjunto de etiquetas aun se pueden considerar etiquetas
"candidatas" a menos que y hasta que se cumpla el criterio de la zona tamponante. En algunas realizaciones, la zona
tamponante es alargada en forma de modo que se ajustara alrededor de una matriz lineal de manchas que
representan una sonda posible.

Mdédulo de identificacion de sonda 54. Una vez que el médulo de identificacion de etiqueta 50 identifica una sonda
candidata en el sustrato, el médulo de identificacién de sonda 54 determina si la secuencia de cadenas definida por las
etiquetas de la sonda candidata identificada constituye una secuencia indicadora valida. Cuando la secuencia de
cadenas de la pluralidad de etiquetas se confirma como una secuencia indicadora valida, se considera que la
pluralidad de etiquetas es la sonda. Cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas no se confirma
como una secuencia indicadora valida, se considera que la pluralidad de etiquetas no es la sonda. En tales
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realizaciones, el médulo de identificacion de sonda 54 compara la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas
con secuencias indicadoras validas en una tabla de consulta. En realizaciones preferidas, la tabla de consulta incluye
una lista de todas las posibles secuencias de cadenas validas. La premisa detras de la tabla de consulta es que solo
algunos de los posibles conjuntos de secuencias de cadena se utilizan realmente. Por ejemplo, se debe considerar el
caso donde se construyen nanocadenas (sondas) con cuatro monémeros marcadores y cada monodmero marcador
puede adoptar uno de cuatro colores diferentes (por ejemplo, rojo, verde, azul y blanco). En este caso, existen 4* =64
posibles secuencias de cadenas. Es decir que solo veinte de estas secuencias de cadena se utilizan realmente en la
muestra expuesta al sustrato. En tales realizaciones, se puede ingresar en la tabla de consulta estas vente secuencias
de cadena. Si el médulo de identificacion de etiqueta 50 identifica una sonda en el sustrato que tiene una secuencia de
cadenas que coincide con una de estas veinte secuencias de cadena, la sonda se puede validar. Si el médulo de
identificacion de etiqueta 50 identifica una sonda sobre el sustrato que tiene una secuencia de cadenas que no
coincide con una de estas veinte secuencias de cadena veinte, la sonda se puede descartar como un artefacto. En
muchas realizaciones, el nimero de secuencias de cadenas en la tabla de consulta es una pequefia fraccion del
numero posible de secuencias de cadena. Esta condicién ayuda a asegurar que solo se identifican sondas validas en
el sustrato. En algunas reahzamones la sonda tiene siete etiquetas, cada etiqueta que adopta uno de cuatro colores
diferentes para un total de 7* secuencias de cadena diferentes, una pequena fraccion de las cuales se utilizan para
construir nanoindicadores reales. En algunas reallzaC|ones una sonda tiene veinte etiquetas, cada etiqueta que
adopta uno de veinte colores diferentes para un total de 20%° secuencias indicadoras validas diferentes, una pequefia
fraccion de las cuales se utilizan para construir nanoindicadores reales. Estos ejemplos de realizaciones sirven
simplemente para ilustrar las dimensiones de algunas realizaciones de la presente invencion. Como se indicé
anteriormente, se puede usar un intervalo de etiquetas mas grande en un nanoindicador dado y cada una de tales
etiquetas puede adoptar muchos colores diferentes. En algunas realizaciones, existen 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas etiquetas en una sonda y cada etiqueta puede adoptar cualquiera de 2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas colores diferentes. En algunas realizaciones, existen 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas etiquetas en una sonda y cada etiqueta puede adoptar
cualquiera de dos de 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas colores diferentes. En algunas
realizaciones, existen 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas etiquetas en una sonda y cada
etiqueta puede adoptar cualquiera de tres de 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,12.13. 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas colores
diferentes. En algunas realizaciones, existen 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas
etiquetas en una sonda y cada etiqueta puede adoptar multiples colores (por ejemplo, 2 colores, 3 colores, 4 colores)
en una pluralidad de colores. En algunas realizaciones, esta pluralidad de colores consiste en cinco o mas colores, seis
0 mas colores, siete 0 mas colores, entre siete y cien colores, 0 mas de veinte colores. En algunas realizaciones, un
color es un intervalo de longitud de onda diferenciado (por ejemplo, 340 nm a 350 nm, 355 nm a 365 nm, efc.).

En algunas realizaciones, un primer subconjunto de las etiquetas en la secuencia de cadenas definida por una sonda
sirve para comprobar el error de las identidades de las etiquetas en un segundo subconjunto de las etiquetas en la
secuencia de cadenas. Por ejemplo, se debe considerar el caso en que hay ocho etiquetas en una sonda. Las ultimas
dos etiquetas pueden servir para comprobar errores de la identidad de las primeras seis etiquetas. Por ejemplo, las
Ultimas dos etiquetas en la secuencia de cadenas pueden servir como suma de comprobacion para las primeras seis
etiquetas de la secuencia de cadena. En algunas realizaciones, los valores de la suma de comprobacion se pueden
usar para corregir errores en una secuencia de cadenas que ha sido mal leida por el médulo de identificacion de
etiqgueta 50. En consecuencia, en algunas realizaciones, es posible validar una secuencia de cadenas que no esta
presente en la tabla de consulta aplicando técnicas de correcciéon de errores a la secuencia de cadenas usando la
suma de comprobacioén u otra forma de cddigo de correccion de errores presente en la secuencia de cadena.

En algunas realizaciones, donde la informacion de distancia codifica en parte la identidad de cadena, la tabla de
consulta comprende secuencias indicadoras validas, donde cada una de tales secuencias indicadoras validas
comprende informacioén de distancia entre las etiquetas ademas de una secuencia de cadena. En tales realizaciones,
debe haber una coincidencia entre la informacion de distancia y la secuencia de cadenas con el fin de identificar una
sonda valida. Por ejemplo, se debe considera el caso en el que la secuencia de cadenas identificada por el médulo de
identificacion de etiqueta 50 consiste en tres etiquetas, donde la distancia entre la primera y segunda etiqueta es di yla
distancia entre la segunda y tercera etiqueta es d». En este ejemplo, el médulo de identificacion de sonda debe
encontrar una secuencia de cadenas en la tabla de consulta 56 que codifica la misma secuencia de cadenas y tiene
distancias dy y d> coincidentes entre las primeras y segundas etiquetas y las segundas y terceras etiquetas
respectivamente.

En algunas realizaciones, el modulo de identificacion de etiqueta 50 comprende Instrucciones para repetir las
instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas una pluralidad de veces. Cada vez que se repiten las
instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas, se identifica una pluralidad diferente de etiquetas, en la
pluralidad de imagenes de luz 46, que estan proximas entre si sobre el sustrato. En tales realizaciones, el médulo de
identificacién de sonda 54 determina si cada una de tal pluralidad de etiquetas diferentes identificadas por el médulo de
identificacion de etiqueta 50 comprende una secuencia indicadora valida. Para cada una de tales pluralidades de
etiquetas diferentes, el médulo de identificacion de sonda 54 estima que la pluralidad de etiquetas diferentes es una
sonda cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas diferentes se confirma como una secuencia
indicadora valida. Ademas, el médulo de identificacion de sonda 54 estima que la pluralidad de etiquetas diferentes no
es una sonda cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas diferentes no se confirma como una
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secuencia indicadora valida. En algunas realizaciones, se identifica una pluralidad de sondas. En algunas
realizaciones, la pluralidad de sondas consiste en tres 0 mas sondas, dos o0 mas sondas, tres 0 mas sondas, diez o
mas sondas, al menos 5, 10, 15, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 300 6 400 sondas o mas. En algunas realizaciones, moédulo
de identificacién de sonda 54 almacena cada tipo de sonda identificada. Un "tipo" de sonda se identifica mediante la
secuencia de cadenas de la sonda. En algunas realizaciones, el modelo de identificacion de sonda 54 almacena cada
secuencia de cadenas de cada pluralidad de etiquetas diferentes que no se confirma como una secuencia indicadora
valida. En algunas realizaciones, el modelo de identificacion de sonda 54 almacena cada secuencia de cadenas de
cada pluralidad de etiquetas diferentes que se confirma como una secuencia de reportero valida.

5.16 Aplicaciones de tecnologia de nanoindicador

Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar para fines de diagndstico, prondstico terapéutico y
analisis. La presente invencion proporciona la ventaja de que muchas moléculas diana diferentes se pueden analizar
de una vez a partir de una Unica muestra biomolecular usando los métodos de la invencion. Esto permite, por ejemplo,
realizar varias pruebas de diagndstico en una muestra.

5.16.1 Métodos de diagnostico/prondstico

Los presentes métodos se pueden aplicar al analisis de las biomoléculas simples obtenidas o derivadas de un paciente
para determinar si un tipo celular enfermo esta presente en la muestra y/o para clasificar la enfermedad. Por ejemplo,
se puede analizar una muestra de sangre de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos en la presente para
determinar la presencia y/o cantidad de marcadores de un tipo de células cancerosas en la muestra, de este modo se
diagnostica o clasifica el cancer. Alternativamente, los métodos descritos en el presente documento se pueden usar
para diagnosticar infecciones patégenas, por ejemplo infecciones por virus y bacterias intracelulares, mediante la
determinacion de la presencia y/o cantidad de marcadores de bacteria o virus, respectivamente, en la muestra. De este
modo, las moléculas diana detectadas usando las composiciones y métodos de la invencién pueden ser marcadores
de pacientes (tales como un marcador de cancer) o marcadores de infeccion con un agente extrafio, tales como
marcadores bacterianos o virales. Debido a la naturaleza cuantitativa de los nanoindicadores, las composiciones y
métodos de la invencién se pueden usar para cuantificar moléculas diana cuya abundancia es indicativa de un estado
bioldgico o condicion de enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos que se regulan por aumento o regulan por
disminucion como resultado de un estado de enfermedad.

Ademas, las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar para proporcionar informacion prondstica que
ayude a determinar un curso de tratamiento para un paciente. Por ejemplo, la cantidad de un marcador particular para
un tumor se puede cuantificar con exactitud incluso a partir de una pequefia muestra de un paciente. Para ciertas
enfermedades como el cancer de mama, la sobreexpresion de ciertos genes, como Her2-neu, indican que se
necesitara un tratamiento mas agresivo.

5.16.2 Métodos de deteccion

Los métodos de la presente invencion se pueden usar, entre otros, para determinar el efecto de una perturbacion, que
incluye compuestos quimicos, mutaciones, cambios de temperatura, hormonas de crecimiento, factores de
crecimiento, enfermedad o un cambio en las condiciones de cultivo, sobre varias moléculas diana, de este modo se
identifican moléculas diana cuya presencia, ausencia o niveles son indicativos de estados biolégicos particulares. En
una realizacion preferida, se utiliza la presente invencion para dilucidar y descubrir componentes y vias de estados de
enfermedad. Por ejemplo, la comparacion de cantidades de moléculas diana presentes en un tejido de enfermedad
con tejido "normal” permite la dilucidacion de moléculas diana importantes implicados en la enfermedad, de este modo
se identifican blancos para el descubrimiento/deteccién de nuevos farmacos candidatos que se pueden usar para
tratar la enfermedad.

5.17 Métodos para identificar sondas

Un aspecto de la invencidon proporciona métodos para detectar la presencia de una sonda dentro de una muestra
superpuesta sobre un sustrato. En este aspecto de la invencion, la sonda comprende una pluralidad de etiquetas
dispuestas espacialmente. En uno de estos métodos, se identifica una pluralidad de etiquetas, en una pluralidad de
imagenes de luz, que estan proximas entre si sobre el sustrato. El orden espacial de la pluralidad de etiquetas
determina una secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas. Cada imagen de luz en la pluralidad de imagenes
de luz es para la luz recibida de la muestra en un intervalo de longitud de onda en una pluralidad de intervalos de
longitud de onda diferentes. En el método, se realiza una determinacion de si la secuencia de cadenas de la pluralidad
de etiquetas comprende una secuencia indicadora valida. Cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de
etiquetas se confirma como una secuencia indicadora valida, se considera que la pluralidad de etiquetas es la sonda.
Cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas no se confirma como una secuencia indicadora valida,
se estima que la pluralidad de etiquetas no es la sonda.

En algunas realizaciones, la etapa determinante comprende comparar la secuencia de cadenas de la pluralidad de
etiqguetas con secuencias indicadoras validas en una tabla de consulta. En algunas realizaciones, el método
comprende adicionalmente almacenar la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas que no se confirma como
una secuencia indicadora valida. Por ejemplo, la secuencia de cadenas se puede almacenar en una memoria

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 620 398 T3

electrénica. En algunas realizaciones, el método comprende ademas alinear una primera imagen de luz con una
segunda imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz usando una pluralidad de referencias presentes en el
sustrato.

En algunas realizaciones, la etapa de identificacion de una pluralidad de etiquetas se repite una pluralidad de veces.
Cada vez que se repite una etapa de identificacion de una pluralidad de etiquetas, se identifica una pluralidad diferente
de etiquetas, en la pluralidad de imagenes de luz, que estan préximas entre si sobre el sustrato. En algunas
realizaciones, el método comprende adicionalmente determinar si cada una de la pluralidad de etiquetas diferentes
comprende una secuencia indicadora valida. Se considera que cada pluralidad de etiquetas diferentes es una sonda
cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas diferentes se confirma como una secuencia indicadora
valida. Ademas, se considera que cada pluralidad diferente de etiquetas no es una sonda cuando la secuencia de
cadenas de la pluralidad diferente de etiquetas no se confirma como una secuencia indicadora valida. En algunos
casos de acuerdo con la realizacion de la presente invencion, se identifica una pluralidad de sondas. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, dos o0 mas sondas, tres o mas sondas, diez 0 mas sondas, al menos se identifican 5, 10, 15, 20,
50, 75, 100, 150, 200, 300 6 400 sondas o mas.

En algunas realizaciones donde se identifica una pluralidad de sondas, se registra cada tipo de sonda identificada. Un
"tipo" de sonda se identifica por la secuencia de cadenas de la sonda. Cada secuencia de cadenas valida Unica
representa un tipo de sonda diferente. En algunas realizaciones, se almacena cada secuencia de cadenas de cada
pluralidad de etiquetas diferentes que no se confirma como una secuencia indicadora valida. De esta manera, es
posible determinar los errores comunes que surgen en las sondas sobre el sustrato. Un tipo de error que se puede
identificar mediante el seguimiento de las pluralidades de etiquetas que no forman secuencias de cadenas validas es
la condicion en la que hay demasiadas sondas en el sustrato. Cuando hay demasiadas sondas en el sustrato, las
etiquetas de las sondas vecinas se aproximan entre si, lo que dificulta determinar a qué sonda pertenece cada
etiqueta. Otro tipo de error que se puede identificar es la condicién en la que un numero excesivo de sondas se
fragmentan, lo que deja sondas truncadas en el sustrato. En algunas realizaciones, se rastrean todas las especies de
etiquetas, cadenas, secuencias indicadoras no validas, secuencias indicadoras validas, tipos de sondas en los
métodos de la presente invencion.

6. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar esta invencién y no se deben interpretar en modo alguno como
limitantes del alcance de esta invencion.

6.1 EJEMPLO 1: INMOVILIZACION SELECTIVA DE ADN EXTENDIDA

Un hibrido de ARN-ADN de cadena doble de 7,2 Kb de longitud se funcionaliza en un extremo terminal con biotina. En
el otro extremo terminal, el ADN comprende una secuencia de cadenas Unica de 15 bases repetidas 4 veces (5'-GTC
TAT CAT CAC AGC GTC TAT CAT CAC AGC GTC TAT CAT CAC AGC GTC TAT CAT CAC AGC-3"; SEQ ID NO: 2).
Por lo tanto, el ADN comprende cuatro sitios de unién en un extremo terminal para inmovilizaciéon selectiva. El hibrido
también tiene cuatro regiones con fluoréforos Cy3 incorporados en el ARN.

Se transfiere una pequefia muestra del ADN (3 uL, 0,01 fmol/uL en IX TAE, o Tris acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
en un dispositivo microfluidico que comprende un canal moldeado en polidimetilsiloxano que se adhiere pasivamente a
un cubreobjetos recubierto de estreptavidina (Accelr8, TB0200). Las dimensiones del canal son 50 pm x 1 mm x 10
mm. Ver la figura 15A. La muestra se pone en contacto con el cubreobjetos a temperatura ambiente durante 15
minutos, se deja que el ADN se una selectivamente a la superficie de estreptavidina por medio de la biotina en el
extremo terminal del ADN. EI ADN no unido se lava con el flujo de fluido. El tampdn IX TAE en los pocillos se
intercambia por tampdn fresco y los niveles de fluido se igualan a 30 pL cada pocillo. Ver la Figura 4A.

Se aplica un campo eléctrico de 200 V/cm para extender el ADN cargado negativamente largo (ver la Figura 15B) hacia
el electrodo positivo.

Se afade un agente de inmovilizacion, un oligonucleoétido biotinilado (5'-Biotina GCTGTGATGATAGAC-3 ', SEQ ID
NO: 3, 50 yL a 100 nM, IX TAE) complementario al segundo extremo terminal del ADN al pocillo negativo. El volumen
adicional eleva el nivel de fluido en el pocillo e induce el flujo hidrostatico para introducir el reactivo de la inmovilizacion
en el canal (ver Figura 15C). El flujo también actua para estirar adicionalmente el ADN ademas del campo eléctrico.

El oligonucledtido biotinilado se hibrida con el segundo extremo terminal del ADN mientras se extiende y se une
selectivamente a la estreptavidina del cubreobjetos. La muestra se puede inmovilizar efectivamente en un estado
extendido en menos de 5 minutos.

[Examen de imagenes de macromoléculas extendidas inmovilizadas selectivamente. Una macromolécula que
comprende etiquetas de fluoréforos y etiquetas de afinidad de biotina se prepara y se purifica de acuerdo con los
ejemplos proporcionados a continuacion. La macromolécula esta ligada a una superficie del cubreobjeto que
representa una biotina y se extiende con un campo eléctrico. La macromolécula finalmente se ilumina con una lampara
de arco y se visualiza con una camara. Se proporciona un ejemplo de imagen en la Figura 16. Las matrices
individuales y de forma significativa, se puede detectar el orden de las matrices en macromoléculas individuales en la
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imagen.

Preparacion y examen de imagenes de macromoléculas extendidas inmovilizadas selectivamente. En la presente es
un ejemplo etapa a etapa de la construccion de un nanoindicador de varios componentes. Se puede apreciar que
varios componentes se pueden construir o afadir al mismo tiempo, antes o después de otros componentes. Por
ejemplo, el apareamiento de unidades de parche o aletas a un andamio se puede realizar simultdneamente uno
después de otro. En este ejemplo, el material de partida es un vector viral circular M13mp18. Usando una cadena lineal
Unica M13mp18, las unidades de parche se aparean a este para formar un andamio de doble cadena. A continuacion,
se afiaden las aletas y luego se liga una secuencia especifica de la diana. Mientras tanto, las etapas de purificacion
ayudan a filtrar el exceso de unidades de parche y aletas no unidos. También se describen las construcciones de
acidos nucleicos marcados (parches y/o aletas y/u otros oligonucleétidos marcados) que se unen al nanoindicador.
Después de la union (por ejemplo, mediante hibridacion) de una molécula diana, los nanoindicadores se unen a una
superficie y se extienden. Finalmente los nanoindicadores se visualizan mediante una camara. Se generaron
nanoindicadores y se emplearon con éxito para detectar moléculas diana usando métodos sustancialmente, como se
describe en este ejemplo.

Construccién de andamio. La secuencia del andamio de oligonucledtidos seleccionada se analizé usando el software
Vector NTI®. En primer lugar, se prepard un acido nucleico de cadena Unica a partir de la linealizacién de un ADN de
cadena simple M13mp18 circular, que se adquiri6 comercialmente de New England Biolabs. El ML3mp18 circular se
digirid con enzima BamHI para linealizarla. Los materiales usados consistieron en el vector M13mp18 (250 ng/pl),
Patch_1L_BamH1.02 (dilucion 10 pl en un patrén de 100 yM), tampdn BamHI 10X, enzima BamHI. El protocolo para
preparar 0,8 pmol total de M13mp18 lineal implica las siguientes etapas. 1) precalentar el bloque de calefaccién a 37
°C; 2) en un tubo ependorff de 0,65 ml combinar 40 pl de 250 ng/ul de vector M13mp18, 2 pl de Patch_1L_BamH1.02
10 uM y 5 pl de tampdn 10X BamH1; 3) colocar el tubo ependorff en el bloque de calentamiento de 37 °C con el papel
aluminio en la parte superior. Incubar el tubo a 37 °C durante 15 minutos para permitir que la unidad de parche se
hibride con el andamio M13mp18; 4) después de 15 minutos afadir 2 pyl de enzima BamH1 y dejar el digesto de la
reaccion a 37 °C durante 30 minutos, después de lo cual se afiaden 2 pl adicionales de enzima BamH1 y dejar que la
reaccion continde digiriendo durante 30 minutos a 37 °C (el volumen final de La enzima BamH1 es del 8%); y 5)
alicuotar 10 pl en tubos ependorff de 0,65 ml y almacenar y congelar (la concentracion final de M13mp18 lineal es 200

ng/pl).

Preparacion de una unidad de parche de las mezclas de parche de base (BPP). En segundo lugar, las unidades de
parche se preparan en mezclas. Las secuencias de oligonucleotidos de parche se seleccionaron para una longitud
optima y homologia/no homologia deseada a la cadena M13mp18 y secuencia gendmica humana. Los parches fueron
oligonucledtidos comercialmente fabricados (adquiridos de tecnologias de ADN integradas) con 60 o 65 bases de
nucleoétidos de longitud. Quince bases de nucleétidos de cada oligonucleétido de parche son complementarios con el
ADN de cadena simple de M13mp18, 10 bases de nucledtidos son complementarias con a un parche adyacente y 5
nucledtidos pares de bases son complementarias con una aleta correspondiente. La coincidencia de 10 pares de
bases de nucledtidos entre los parches forma una estructura de tallo que estabiliza la estructura y ayuda a levantar las
aletas fuera del andamio cubierto para que sean mas accesibles para unirse a los oligonucleétidos marcados. Los
sitios de unién sintéticos, las cinco bases de nucleétidos, sobre los parches para la union a las aletas realizan el
aprovechamiento de la potencia de un sistema modular posible.

Las mezclas de parches de base contienen nueve unidades de parche, todas las cuales corresponden a una
agrupacion de letras especificas y posicion en el nanoindicador. Para este ejemplo, hay cuatro colorantes de
fluorescencia diferentes (color) marcados A, B, C y D y 8 posiciones diferentes o regiones en las que los acidos
nucleicos marcados se pueden unir en un nanoindicador. Por ejemplo, BPP A3 corresponde a todas las unidades de
parche A en la posicion 3 (unidades de parche 19-27) en el nanoindicador.

Las posiciones de nanoindicador son las siguientes:
Posicion 1: unidades de parche 1-9 (Ao C)

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

Materiales: parches derecho e izquierdo, prefusionados entre si (cada oligonucleétido esta en una concentracién de 10
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MM). Materiales para preparar 100 umol de BPP 1: (en la posicion 1, coordenada de parche 1L se usa para el digesto
de BamHI — este parche no esta incluido en BPP 1): 10 ul de cada unidad de parche prefusionada (10 yM/cada una)
(coordenadas 2-9), 5 yl [20 uM] de Patch_IR (A o C). La concentracion final de cada parche es de 1,18 ymol/pl.
Materiales para preparar 100 yl de BPP 2-8: 10 yl de cada unidad de parche prefusionada (10 pM/cada una)
apropiada. Hay 9 unidades de parche afadidas a cada una o 90 pl en total. La concentracion final de cada parche es
de 1,11 pmol/ul.

Abajo sigue una tabla de todos los pools de unidades de parche preparados para este ejemplo, con 8 posiciones o
regiones para los acidos nucleicos marcados con tinta para unirse en el nanoindicador. Las posiciones 1, 3,5y 7 se
pueden unir con acido nucleico marcado con la tinta A o la tinta C y una posicion 2, 4, 6 y 8 se puede unir con acido
nucleico marcado con la tinta B o la tinta D.

Tabla de pools de parches basicos resultantes (corresponden a etiquetas en tubos)
BPP-A1 [Preapareado, Color=A, Coordenadas 1-9]
Patch_(1-9)R.A

Patch_(2-9)L

BPP-B2 [Preapareado, Color=B, Coordenadas 10-18]
Patch_(10-18)R.B

Patch_(10-18)L

BPP-A3 [Preapareado, Color=A, Coordenadas 19-27]
Patch_(19-2 7)R.A

Patch_(19-27)L

BPP-B4 [Preapareado, Color=B, Coordenadas 28-36]
Patch_(28-36)R.B

Patch_(28-36)L

BPP-A5 [Preapareado, Color=A, Coordenadas 37-45]
Patch_(37-45)R.A

Patch_(37-45)L

BPP-B6 [Preapareado, Color=B, Coordenadas 46-54]
PatchJ46-54)R.B

Patch_(46-54)L

BPP-A7 [Preapareado, Color=A, Coordenadas 55-63]
Patch_(55-63)R.A

Patch_(55-63)L

BPP-B8 [Preapareado, Color=B, Coordenadas 64-72]
Patch_(64-72)R.B

Patch_(64-72)L

BPP-C1 [Preapareado, Color=C, Coordenadas 1-9]
Patch_(I-9)R.C

Patch_(2-9)L

BPP-D2 [Preapareado, Color=D, Coordenadas 10-18]
Patch_(10-18)R.D
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Patch_(10-18)L

BPP-C3 [Preapareado, Color=C, Coordenadas 19-27]
Patch_(19-27)R.C

Patch_(l 9-27)L

BPP-D4 [Preapareado, Color=D, Coordenadas 28-36]
Patch_(28-36)R.D

Patch_(28-36)L

BPP-C5 [Preapareado, Color=C, Coordenadas 37-45]
Patch_(37-45)R. C

Patch_(37-45)L

BPP-D6 [Preapareado, Color=D, Coordenadas 46-54]
Patch_(46-54)R.D

Patch_(46-54)L

BPP-C7 [Preapareado, Color=C, Coordenadas 55-63]
Patch_(55-63)R.C

Patch_(55-63)L

BPP-D8 [Preapareado, Color=D, Coordenadas 64-72]Patch_(64-72)R.D
Patch_(64-72)L

Materiales y preparacion para fusion del oligonucleétido monocatenario con unidades de parche para un andamio
bicatenario. En tercer lugar, las unidades de parche se preparan para ser fusionadas con el M13mp18 lineal
monocatenario, cubriendo la cadena para hacer un andamio de oligonucleétido bicatenario. Las condiciones para la
fusion de 60 y 65 parches de bases de nucledtidos con M13mp18 tienen que suceder a altas concentraciones de sal de
modo que la union sera muy especifica y los parches no se fusionaran con una coordenada incorrecta en la cadena
M13mp18. Para la etapa de fusién, cada unidad de parche se afiade en una relacion de 2:1 a 4:1 con la secuencia
monocatenaria M13mp18 con un volumen total de 0,5 umol. El excedente de parches se remueve antes de las aletas
de fusion.

Los materiales usados consistian en 20x SSC, M13mp18 lineal (BamHI digerido a 0,08 pmol/pl o 200 ng/pl), pools de
parches de bases apropiados (BPP) (se necesidad 8 en total a 1,11 ymol/ul, ver con anterioridad) y bloque de calor
digital fijado a 45 °C. La reaccién de fusion se llevd a cabo de la siguiente manera. Directivas generales: 2X cada
unidad de parche por molécula M13mp18, aletas preligadas/parches (en posicién 1 u 8) agregadas para purificacion
posterior y 5X SSC. La reaccion de ejemplo (0,5 umol de andamio con aletas de gancho F8) consiste en: 7,1 pl de
BamHI digerido cadena M13mp18 a 0,071 uM, 0,9 pl de cada nuevo pool de parche de pase a 1,11 uM para las
primeras 7 posiciones: A1, B2, A3, B4, C5, B6 y A7:

1,7 pl de A1 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,18 uM/cada parche
1.8 pl de B2 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 uM/cada parche
1.8 pl de A3 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 uM/cada parche

)
)
)
1.8 pl de B4 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1.8 pl de C5 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 yM/cada parche)
1.8 pl de B6 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 uM/cada parche)
1.8 pl de A7 BPP (prefusionado, 12/15; a 1,11 yM/cada parche),

2,4 yl de BPP-D8 (pool de las primeras siete unidades de parche — coordenadas 64, 65, 66, 67, 68, 69 y 70 en la
posicion 8 — especificidad “D”) con rétulos de purificacion - F8 (FHF, que se fusionan con las coordenadas de parches
71L, 71R, 72L, 72R, 73L logrando aletas de division total/unidades de parche que tienen especificidad “F” para usar
como ligadores de biotina, en la posicion F8) a 0,83 uMy 7,3 ul 20X SSC. El volumen de reaccion final sera de 29,3 pl
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a 0,027 pmol/pl.

El oligonucledtido anti-Bam también se afiade para aparearse a la region en M13 que es complementaria a la unidad
de parche 1 L (faltante) y para evitar la recircularizacion del andamio M13 durante el ligamiento.

Apareamiento de unidades de parche a m130p18 de cadena Unica para formar un andamio de cadena doble. La cuarta
etapa implica el protocolo para aparear las unidades de parche a la cadena lineal monocatenaria M13mp18, que cubre
la cadena con el fin de preparar un andamio de oligonucleétido de cadena doble, se realiza en las siguientes etapas: 1)
precalentar el bloque de calentamiento a 42 °C, calentar la solucién de reaccién anterior a 45 °C en pequefios tubos de
PCR (o tira) con papel aluminio sobre la parte superior durante 15 minutos, girar el bloque de calentamiento a 65 °C e
incubar durante 1 hora mas y 45 minutos y retirar los tubos, colocar en hielo o congelar.

Purificacion del andamio de nanoindicadores usando perlas biotina y magnética con estreptavidina. La quinta etapa
ocurre antes de unir las aletas, donde las unidades de parche en exceso que no se han apareado a la cadena de
M13mp18 estan separadas del andamio de oligonuclettidos de cadena doble. Una etiqueta de purificacion con una
region homologa de cinco bases de nucledtidos con algunas de las unidades de parche’complementaria con los de
cinco bases de nucleétidos de la proyeccion se aparea con el ‘gancho’del andamio. Los oligonucleétidos biotinilados
se aparean a la ‘etiqueta de purificacion’ y las perlas magnéticas con estreptavidina se usan para capturar el andamio
usando oligonucleoétidos biotinilados. Las unidades de parche en exceso se eliminan con el sobrenadante. El andamio
funde las perlas magnéticas en solucion para la recuperacion

Fusién de receptores de d-biotina con los rétulos de purificacion. Fusionar los receptores de D-biotina con los rétulos
de purificacion en el nanoindicador (haciendo 2X para obtener las posiciones de aleta D8 disponibles en solucion, que
es 2X a M13 o 4X final): 0,5 pmol X 25 posiciones de gancho de oligonucledtidos (5 multiplicado por 5), 4X hace 50
pmols se traduce en 0,50 pl de 100 pmol/ yl de D-biotina, afadir 0,5 pl (D, E, F) - biotina (a 100 yM) a la muestra,
mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Protocolo de purificacion para lavar las unidades de parche no unidas del andamio bicatenario. Fusionar los
oligonucledtidos de gancho F en un exceso de 25 veces con los nanoindicadores en 5X SSC durante 30 min a
temperatura ambiente. Pipetear 200 pl de solucion de perlas DynaBead MyOne Streptavidin™ en tubos de 1,5 ml,
colocar sobre iman y remover el sobrenadante. Lavar dos veces con 5X SSC por resuspension y clarificar con iman
como en la etapa anterioridad. Afiadir 80 pl de muestra en 5X SSC (80 fmoles de muestra en este ejemplo).
Resuspender bien, colocan en vortex durante 15 minutos. Clarificar la solucién con iman y transferir el sobrenadante a
tubos frescos para posterior andlisis en gel. Mientras que estan en el iman, lavar los pellets (no resuspender) con 80 pl
de TE pipeteando sobre el pellet tres veces con el mismo volumen de 80 pl originalmente afiadido. Remover el lavado,
colocar en tubos recién lavados para analisis. Calentar el tampon TE hasta 45 °C, afadir 80 ul a cada pellet y
resuspender. Colocar tubos en bloque de calor de 45 °C durante 15 minutos, pipeteando hacia arriba/hacia abajo una
vez para asegurar que las perlas queden suspendidas. Inmediatamente clarificar el producto con iman, mientras que
esta caliente y seguro. La mayor parte de los nanoindicadores nanoindicadores deberian estar presentes en este
producto eluido a 45 °C.

Fusién y ligacion de aletas con el andamio. La sexta etapa implica la division de los oligonucledtidos de aleta que se
fusionan con el andamio para hacer un ‘andamio cubierto’. La purificacién con perlas magnéticas se lleva a cabo luego
para remover el exceso de las aletas de division. La ligacion del andamio cubierto se hace usando T4 ligasa para
incrementar la estabilidad de la estructura. Sélo un tipo de aleta se necesita por tinta fluorescente. Las aletas tienen
una longitud de 95 6 100 bases y tienen regiones complementarias a los parches, a los oligonucleétidos marcados y
entre si. Cada aleta tiene 15 secuencias de repeticion de bases para unirse con oligonucleétidos marcados. Las
secuencias de repeticion se basan en secuencias Lambda que fueron analizadas para remover cualquier palindromo y
estructura de horquilla.

Las condiciones para fusion de las aletas son las siguientes. La secuencia en la aleta que corresponde al parche tiene
un largo de 5 partes de bases de nucledtidos y, por ello, las aletas se fusionan especificamente con los parches incluso
con altas concentraciones de sales. La relacion de las aletas a los parches es de 2:1. A fin de incrementar la estabilidad
a altas temperaturas, la ligacion de los parches entre si y la aleta a los parches se puede llevar a cabo en la misma
reaccion.

1) Cuantificar el andamio purificado usando un espectrémetro a A260nm. Calcular el volumen necesario para la
cantidad apropiada de nanoindicador para preparar. Para este ejemplo, usamos 110 ng o0 0,023 pmol, la lectura a A260
nm muestra 7,7 ng/ul o 14,3 pl para 110 ng. 2) Configurar la reaccion de ligacién de la siguiente manera (el volumen
variara, segun la purificacién y la escala). Actualmente usando 1,5X aletas con parches, calcular de forma
concordante. Para este ejemplo, hay cuatro diferentes tintas fluorescentes (color) marcadas A, B, C y D y 8 diferentes
posiciones o regiones en la que los acidos nucleicos marcados con tinturas se pueden unir en un nanoindicador. La
cantidad de posiciones para cada color (en este caso 1-4) multiplicar por 9, multiplicar por 1,5 moles de andamio =
moles de aletas para usar.

Para el nanoindicador con tinta fluorescente en la secuencia/posiciones|[ABABCBAD] :

ABABCBAD =
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A:40.5 x .023 = 0,93 pmol; vol: 0,93 ul de SF (aleta de division)-AL a 1 uM
0,93 ul de SF-AR a 1 uM

B:40.5 x .023 = 0,93 pmol; vol: 0,93 ul de SF-BL a1 uM

0.93pi de SF-BRa 1 uM

C:13.5x.023 = 0,31 pmol; vol: 0,31 ul de SF-CL a1 uM

0.31 pyl de SF-CR a 1 uM

D:13.5 x.023 = 0,31 pmol; vol: 0,31 ul de SF-DL a1 uM

0.31 pl de SF-DR a 1 uM

La reaccion de ligacion (25 pl total) consiste en: aletas de division (ver con anterioridad; 4,96 pl, o ~5 pl total), 14,3 ul de
andamio MODB a 0,0016 pmol/ul, 2,5 pl 10X tampodn de ligacion T4, 2,2 yl de NanoPure H20 y 1 pl de T4 ligasa.
Incubar los tubos 5 minutos a 45 °C. Mover a bafio de agua de 37 °C, inc. durante 5 min. Afiadir 1 yl de T4 ligasa a las
muestras, incubar durante 1 horamas a 37 °C. Congelar de inmediato o calentar a 75 °C durante 5 minutos para matar
la T4 ligasa.

Ligacion de secuencias especificas de la diana con los nanoindicadores. La séptima etapa incluye la ligacion de una
secuencia especifica de la diana con el nanoindicador. Una secuencia especifica de la diana de ADN se diseia para
ser complementaria de la molécula diana, que puede ser ARN (por ejemplo, mARN) o ADN (por ejemplo, cADN o ADN
gendmico). La secuencia especifica de la diana puede ser de 35,60 6 70 bases de nucleétidos de largo. La secuencia
especifica de la diana se puede ligar con el andamio usando una regién pendiente monocatenaria en el andamio
cubierto. El andamio con un tipo simple de secuencia especifica de la diana se puede fabricar por separado y luego
mezclar para formar bibliotecas.

Construccién de nanoindicadores. La adicion de oligonucleétidos a un nanoindicador se puede realizar en cualquier
punto durante la construccion de un nanoindicador. En ciertos aspectos de la presente invencion, un oligonucledtido
marcado tiene un largo de 15 bases de nucledtidos. En el extremo 5’, se adjunta una tinta de fluoréforo simple. Los
oligonucledtidos con una tinta de fluoréforo particular tendra en general la misma secuencia. Estos oligonucledtidos
marcados se unen con las secuencias de repeticion de las aleas de division. Los fluoréros mas apropiados para este
ejemplo incluyen, pero sin limitacion, Alexa 488, cy3, Alexa 594 y Alexa 647. El largo de 15 bases de nucledtidos
mantiene a los fluoréforos suficientemente separados de modo que no se puedan neutralizar entre si y que puedan
asegurar que los acidos nucleicos marcados seran estables (no fundiran la cadena complementaria) en condiciones en
el proceso de visualizacion. Los oligonucleétidos marcados son estables a 40 °C. Esta longitud corta también permite
empaquetar una gran cantidad de tintas fluorescentes en las aletas. En determinados aspectos de la invencion, los
oligonucledtidos marcados se introducen durante el procesamiento de las muestras diana.

Unién de nanoindicadores con las moléculas diana. Los nanoindicadores se pueden unir con las moléculas diana
usando cualquier medio conocido por los expertos en la técnica. En una realizacién de ejemplo, se hibridan los
nanoindicadores duales en las moléculas diana mezclando 250 pmols de cada una de la primera sonda y la segunda
sonda con 125 pmols de diana. El volumen total se ajusta a 4 yl y una concentracion final de tampoén de 5X SSC. Esta
mezcla se incuba en un tubo de PCR cubierto durante la noche a 42 grados para permitir que se produzca la
hibridacion.

Unién con la superficie. Una vez que los nanoindicadores se unen tanto con la molécula diana como con los
correspondientes acidos nucleicos marcados, es decir, acidos nucleicos unidos con los monémeros marcados, se
unen con una superficie y se estiran para resolver el orden de las sefiales emitidas por los monémeros de etiqueta y asi
identifican la molécula diana. En este ejemplo, los nanoindicadores se estiran para resolver espacialmente sus cédigos
de tinta fluorescente que corresponden a una molécula diana particular. Los nanoindicadores se estiran uniendo un
extremo con una superficie (en este ejemplo — una tapa, ver las preparaciones de abajo). Dos métodos para la unién
con la superficie se pueden usar: A) cubreobjetos recubiertos con estreptavidina de Accelr8 Corporation con los
nanoindicadores biotinilados y B) cubreobjetos recubiertos con biotina con los nanoindicadores con estreptavidina. En
el tampon, los nanoindicadores se ponen en contacto con la superficie activa y permiten la incubacion durante un
periodo de tiempo. La reaccion se lleva a cabo en celdas de flujo que se prepararon de PDMS moldeado en deflectores
de silicona grabados para preparar los canales. Se usaron tubos de metal para las cavidades centrales en los
extremos de los canales para tampdn e insercidon de la muestra. Las dimensiones del canal son de 0,5 mm o 1 mm de
ancho y 54 ym de alto. Una vez cargada la muestra en el carril de la celda de flujo y de incubar, los nanoindicadores se
deberian unir. Los nanoindicadores se pueden estirar ya sea por aplicacion de un voltaje o por remocién del liquido con
un menisco de retroceso que deja las cadenas estiradas y secas.

Preparacion de la superficie y ensamblado del dispositivo. Las superficies de unién (Accelr8brand
Streptavidin-OptiChem, cubreobjetos recubiertos) son enviadas en unidades de 5 superficies por contenedor de
diapositiva y cada contenedor esta envasado con un paquete de desecante de silice en una bolsa de lamina. Estas

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 620 398 T3

bolsas son almacenadas a -20 °C hasta el uso. Para preparar la superficie para la unién, una bolsa es retirada primero
del congelador y se deja llegar a temperatura ambiente durante varios minutos. Si no se abre previamente, el pouch es
cortado entonces a lo largo de un borde para formar un corte y se retiran las superficies del contenedor. Después de
retirar la superficie requerida, el contenedor es reemplazado en la bolsa con su desecante, se cierra sellando el corte
con una tira de cinta para envasar y se reemplaza la bolsa en el congelador.

La superficie es enjuagada entonces levemente con una corriente de agua Nanopure (Barnstead Nanopure Diamond)
y embebida durante 10 minutos en IX PBS 0,2 um filirado en un recipiente Coplin limpio, ranurado. Después del
embebido la superficie se sumerge en agua Nanopure y se seca soplando nitrégeno filtrado a través del borde de
superficie.

El dispositivo PDMS usado para adaptarse a la superficie y proporcionar la localizacion de la muestra se limpia justo
antes del uso aplicando una cinta de celofan a la superficie de PDMS y luego quitando el polvo u otras particulas que
pueden haberse adherido durante el almacenamiento. El lado de unién de la superficie Accelr8 es colocado mirando
hacia arriba y la estructura de PDMS limpia es centrada, con el lado del canal hacia abajo, sobre la superficie. EIl PDMS
se adhiere facilmente al vidrio recubierto y no es necesario ningun otro mecanismo de union.

Unién de la muestra y lavado. La muestra se une a la superficie aplicando primero una gota de cinco L de la muestra
(diluido actualmente en 100 mM de tampodn de borato de sodio, pH 9,8) en una cavidad de la banda elegida. La gota
deberia tocar soélo el punto en el cual el canal se une a la cavidad (alguna de las muestras se puede absorber en el
canal en este punto). El canal se llena, y se ecualiza la union a través del canal, empujando la gota a través del canal
a la cavidad opuesta usando un vacio muy débil (< 2 kPa). El proceso se repite para las otras muestras en sus bandas
respectivas. Luego se retira el exceso de fluido de las cavidades, las cavidades se tapan con cinta para reducir la
evaporacion y el dispositivo es incubado a temperatura ambiente en la oscuridad durante 20 minutos.

Después de la union, la cinta es retirada y la cavidad superior de cada banda es llenada con 100 pL del tampdn borato
descrito mas arriba. Aproximadamente 20 uL de ese tampodn es empujado a través de los canales a las otras cavidades
usando el vacio y el proceso se repite una vez. Todo el tampdn borato es retirado luego de todas las cavidades y la
cavidad superior se llena con 1X TAE, pH 8,3. Aproximadamente 50 pL de TAE se empujan a través del canal, luego
todo el TAE es retirado y se vuelve a llenar la cavidad. El proceso se repite tres veces, para un total de
aproximadamente 150 yL de enjuague TAE. Finalmente, todas las cavidades son llenadas con 100 yL de 1X TAE.

Electroestiramiento. El fondo del dispositivo de cubreobjetos/PDMS es rociado con aceite de inmersién y colocado en
el microscopio. Se insertan electrodos en las cavidades en extremos opuestos del primer canal de PDMS (el electrodo
negativo en la cavidad superior, el positivo en el fondo). La primera imagen del canal se tomara cerca de la cavidad del
fondo; la plataforma del microscopio se ajusta de tal modo que el area de interés esta enfocada. Se aplica luego el
voltaje (200 V) a través del canal. El voltaje es aplicado por un suministro de energia de CA (Agilent E3630A) y
amplificado 100X a través de un amplificador construido en el lugar. Después que se aplica la corriente, se reajusta el
foco y comienza el proceso de toma de imagenes.

El electroestiramiento y el proceso de toma de imagenes se repite luego con el resto de los canales.
Se toma imagenes de las uniones.

Fuente de luz para los colorantes fluorescentes en el nanoindicador. Al usar una lampara de arco como fuente de luz,
la mejor seleccion de fluordforo son los tipos mas brillantes sin llevar a una superposicion fluorescente tal como Alexa
488, Ci3 y Alexa 594. Colorantes fluorescentes mas débiles, tales como asAlexa 647 y Ci5.5 también pueden ser
usados.

Filtros para tomar imagenes de los colorantes fluorescentes en el nanoindicador. Para los fluoréforos seleccionados
Alexa 488, Ci3, Alexa 594 y Alexa 647 puede haber una superposicion entre teCi3 y Alexa 594. Sin embargo, un
ordenamiento de un filtro de emisién con un ancho de banda de 572-600 nm minimiza la superposicion.

Microscopio y lente del objetivo para tomar imagenes de los nanoindicadores. El modelo de microscopio usado era el
Nikon Eclipse TE2000E de Nikon Incorporation usando la estacién de toma de imagenes de fluorescencia invertidas
que tiene 6 cassettes de filtro que permiten la seleccion de la emision fluorescente de muiltiples candidatos de
colorante fluorescente. Para los colorantes seleccionados, la resolucién 6ptica requerida es de aproximadamente 400
nm para todas las longitudes de onda (500-700 nm). La lente del objetivo seleccionada es la lente Nikon Plan Apo TIRF
que tiene un NA de 1,45 y una ampliacion de 60. La resolucion éptica es —210-300 nm para diferentes longitudes de
onda.

6.2 Ejemplo 2: protocolo de preparacion de un nanoindicador de conexion/aleta

Este ejemplo demuestra otra manera de preparar un nanoindicador que consiste en un ADN viral M13mp18 lineal de
una sola hebra, unidades de parche de oligonucledtidos y aletas largas. Las unidades de etiqueta del nanoindicador
fueron generadas exitosamente usando métodos substancialmente como se describen en este ejemplo. Las unidades
de parche pre-fosforiladas y las aletas son agregadas junto con el vector de ADN M13mp18 y ligadas juntas. Después
de la ligacion de las aletas a las unidades de parche, que son ligadas al ADN M13mp18, se introduce la enzima BamHI
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para linealizar el vector. Preparar un lote de nanoindicadores comenzando con 5 pg de M13mp18 como un andamio.
La hibridaciéon puede ser aumentada de acuerdo con la cantidad deseada. Este proceso tomara aproximadamente 1-2
dias para completarse.

Materiales:

Qti Item 'Vendedor

20 250 ug/ul ssADN viral M13mp18 New England Biolabs

27 ul 0,74 pmoles/ul de una mezcla de oligonucleétido unidad de parche |IDT

8 ul Oligonucledtido de aleta larga A 100 pmol/ul IDT

8 ul Oligonucledtido de aleta larga B 100 pmol/ul IDT

0,5 ul Oligos de conexion aletas a 100 pmol/ul de placas #529916 y|IDT
#610591

31 ul T4 Ligasa 10 x tampon Fermentas

19 ul T4 Ligasa Fermentas

15 ul Optikinasa 10 x tampdn USB

4.2 ul 100 mM ATP ANY

5 ul Enzima optikinasa 10 unidades/ul USB

1ul BamHI oligonucleétido 10 pmol/ul IDT

20 ul BamHI 10 x tampdn Fermentas

3 ul Enzima BamHI 10 unidades/ul Fermentas

Precalentar agua a 37 °C y 55 °C antes de comenzar con el protocolo. Asegurarse de que los tampones estén todos
bien mezclados y descongelados antes de usar. Una placa de trabajo deberia estar disponible y marcada con los
oligos ordenados de IDT en las placas #529916 y #610591. Tomar estas dos placas y descongelar a temperatura
ambiente durante 0,5-1 horas y centrifugar el contenido antes de mover la cinta que cubre las cavidades. Se realizaran
cuatro reacciones separadas en tubos de Eppendorf de 1,5 ml usando oligonucledtidos especificos de estas placas.
Comenzar a marcar estos cuatro tubos separados con nimeros romanos en sus tapas. Las columnas 5y 6 A a H son
para la reaccion |, las Columnas 7 y 8 A a H son para la reaccion ii, todas se encuentran en la placa #529916. Las
Columnas 1y 2 son para la reaccion iv y las Columnas 3 y 4 son para la reaccion iii.

Ligaciones de las aletas (Etapa A): Marcar cuatro tubos separados de 1,5 ml con los numeros romanos i a iv
(mencionados mas arriba). Agregar los reactivos indicados mas abajo correspondientemente a cada 50 ul de reaccion
que contiene: 5 pl de 10x tampoén ligasa, 0,5 pl/oligonucledtido de las cavidades designadas de las placas #529916 y
#610591, 4 yl Oligo aleta larga/reaccion (A o B) para las reacciones |, ii y iv; 3 ul de LF para el area iii, 29 H20 para las
reacciones |, ii y iv; 32 pyl H20 para la reaccion iii y 4 pl de T4 ligasa. Preasociar los oligos en esta mezcla sin la ligasa
a 37 °C durante media hora. Agregar la ligasa como ultimo reactivo y permitir ligar a temperatura ambiente durante al
menos cuatro horas. La concentraciéon del producto es de 1 pmol/aleta/pl.

Fosforilacion de la ligacion de la aleta (Etapa B): Marcar cuatro tubos separados de 1,5 ml con nimeros romanons
nuevamente, uno a cuatro con una P adentro de un circulo para designar que los productos son fosforilados. Agregar
los reactivos siguientes al tubo correspondiente: 10 pl/ligacion de aleta, reaccion (tomar 10 pl/de la reaccién de ligacion
de aleta mencionada mas arriba), 2,5 ul de tampdn Optikinasa, 0,5 pyl de 100 mMATP, 11,5 pli de H20 y 0,5 pl de
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enzima Optikinasa. Incubar a 37 °C durante 1 hora. Concentracién del producto 0,4 pmoles/aleta/pl.

Fosforilacion de la unidad de parche de oligonucledtido (Etapa C): 27 yl de una mezcla de unidad de parche
oligonucledtido 0,74 pmoles/pl, 5 pyl de tampdn 1 Ox, 1 yl de 100 mM ATP, 3 pl de enzima Optikinasa y 14 pl de H20.
Una vez que los reactivos estan todos juntos mezclar suavemente la solucion moviendo el tubo algunas veces y
centrifugar. Incubar a 37 °C durante 1 hora.

Hibridacién al andamio de M13mp18 (Etapa D): En un nuevo tubo de 1,5 ml agregar los siguientes reactivos: 20 pl de
M13mp18 a 250 ng/pl, 27 pl de unidades de parche de oligonucledtidos fosforiladas 0,4 pmoles/ul (Etapa C), 12,5 pl/
ligacion de aleta fosforilada (Etapa B) precalentar a 55 °C durante 5 minutos y colocar sobre hielo, 11 pl de tampén 1
Ox ligasa y calentar toda la mezcla a 55 °C durante 1 minuto. Hibridar la mezcla a 37 °C durante al menos 4 horas.

Ligacion (Etapa E): Centrifugar el contenido del Eppendorf. Agregar 1,2 yl de 100 mM ATP y 3 ul de T4 ligasa. Mezclar
suavemente el contenido moviendo el tubo, luego centrifugar.

Digestion con BamHI (Etapa F): 1 yl de 10 pmoles de BamHI oligo, 20 ul de tampon 10 x BamHI y hibridar a 37 °C
durante 1 hora. Ajustar el volumen a 200 pl. Agregar 3 pl de enzima BamHI. Incubar a 37 °C durante 1 hora.

Primera etapa: comenzar agregando 20 yl de M13mp18 (NEB 250 pg/ml) a un tubo de Eppendorf limpio de 1,7 ml.
Tomar 5 yl de reaccién de ligacion de aleta fosforilada y precalentarla a 70 durante 2 minutos y colocar inmediatamente
sobre hielo. Agregar los 5 pl de cada reaccion de ligacion de aleta fosforilada (1 pmol/aleta/pl) al tubo y mezclar
suavamente pipeteando algunas veces. Incubar el tubo de Eppendorf a 37 °C durante 1 hora.

Segunda etapa: colocar 13,5 pl de la mezcla de unidad de parche de oligonucledtido (0,74 pmoles/ul) y 1 pl de Acridite
Mix (10 pmoles/pl) en un nuevo tubo de Eppendorf de 1,7 ml. Agregar 5 pl de 10 x tampon Optikinasa, 1 pl de 100 mM
ATP y 27,5 pl de H20. Mezclar suavemente pipeteando la solucion. Agregar 2 ul de enzima Optikinasa, mezclar
suavemente pipeteando e incubar a 37 °C durante 1 hora.

Tercera etapa: tomar los oligos fosporilados rxn y agregarlos enteramente al contenido de la hibridacién de
M13mp18+aletas. La reaccion se mezcla suavemente pipeteando y se deja incubar a 30 °C durante 1 hora. Después
de la completar la hibridacion ajustar el ATP agregando 1 pl (100 ATP) a la reaccion.

Cuarta etapa: centrifugar el contenido del tubo de Eppendorf y agregar 4 yl de T4 enzima Ligasa (5 unidades/pl),
mezclar suavemente pipeteando. Incubar a temperatura ambiente durante al menos cuatro horas. Agregar 1 ul de
oligonucledétido BamHI (10 pmoles/ul) para hibridar a temperatura ambiente mientras tiene lugar la ligacion.

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

Sexta etapa: tratar con Psoralen, UV o luz DMPA durante 15 minutos.
Los calculos incluyen:

5 pg de MI 3 = 20 pl stock de New England Biolabs = 2 pmol de mezcla de oligonucledtido: 180-34 areas de aletas —
10 Oligos modificados con Acridite = 0,74 pmoles/oligo

10 pmoles/oligonucledtido = 13,5 ul = 1350 pmoles
Optikinasa 1 unidad convierte 1 nmol de fosfato a exceso de uso final. Se usaron 4 ul de Optikinasa.
6.3 Ejemplo 3: protocolo para la produccién de nanoindicadores de ARN

Se generaron y se emplearon exitosamente nanoindicadores para detectar moléculas diana usando métodos
substancialmente como se describe en este ejemplo. Un ejemplo de deteccion de la diana usando este método se
muestra en la Figura 6.

Produccién del andamio. AND M13mp18 circular de hebra simple (USB) fue reasociado con un exceso 5 veces molar
de un oligonucleétido complementario al sitio de reconocimiento de BamHlI (oligo cortador Bam) y cortad con la enzima
de restriccion BamHI para dar un esqueleto de ADN lineal de hebra simple. Un oligonucleétido complementario al
oligonucledtido cortador Bam (oligonucledtido anti-Bam) fue agregado subsiguientemente en un exceso de 50 veces
para secuestrar oligonucleétido cortador Bam libre y evitar asi la recircularizacion del MI3 durante etapas posteriores.
La molécula lineal de MI3 sirve como un andamio sobre el cual se pueden reasociar conexiones de ARN o segmentos
de ARN, con fluoréforos incorporados.

PCR para formar posiciones de doble hebra sobre el andamio MI3. Se disefiaron diez conjuntos de pares de cebadores
de oligonucledtidos para crear 10 diferentes regiones a lo largo del andamio MI3. Cada par contiene un cebador que
tiene un promotor T7 ARN polimerasa en el extremo 5. Las regiones 2-7 son disefiadas para tener 900 bases
(aproximadamente 300 nm) de largo, ya que éste es el tamafio aproximado de una mancha limitada por difraccion (la
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mancha mas pequefia que se puede lograr con Optica estandar). Las regiones 1y 8 tienen ambas versiones larga y
corta: las versiones largas cubren toda la region de 900 bases, mientras que las versiones cortas cubren sélo una parte
de la region de 900 bases para permitir que una secuencia especifica de la diana sea ligada. Por lo tanto una
secuencia especifica de la diana puede ser unida a cualquiera de los extremos. Los extremos también se pueden usar
para la unién a anclas o etiquetas.

Se realiza una PCR usando Taq polimerasa y 0,5 ng de dM13mp18 de doble hebra (USB) como molde. Las reacciones
se limpian usando un kit de purificacion Qiaquick de Qiagen. Cada reacciéon de PCR da un fragmento de doble hebra
correspondiente a un segmento especifico como se ilustra mas abajo. Estos fragmentos se usan como moldes para la
transcripcion in vitro de los segmentos de ARN.

Transcripcion in vitro para producir segmentos de ARN oscuros. Usando los productos de PCR descritos mas arriba
como moldes de doble hebra, se generan segmentos de ARN usando un kit de transcripcién in vitro de Ambion
(Megascript T7 kit). Los productos de las reacciones de transcripcion son purificados (incluyendo el tratamiento con
ADNsa 1 para remover el molde) usadno un RNeasiKit de Qiagen.

Transcripcion in vitro para producir segmentos de ARN modificados con grupos aminoalilo. Usando los productos de
PCR descritos mas arriba como moldes de doble hebra, se generan segmentos de ARN para un acoplamiento de
colorante posterior usando un kit de transcripcion in vitro de Ambion (MessageAmp aRNA kit). Nucleotidos UTP
modificados con aminoalilo son incorporados en los segmentos de ARN durante la transcripcion. Los productos de las
reacciones de transcripcion son purificados (incluyendo tratamiento con ADNsa | para remover el molde) usando un
RNeasy Kit de Qiagen.

Acoplamiento de colorante de segmentos de ARN de aminoalilo para producir segmentos de ARN coloreados. 20-100
pg de un segmento de ARN modificado con aminoalilo es acoplado con colorantes de NHS-éster usando el kit de
Ambion Aminoallyl Labeling Kit. Los colorantes usados incluyen Alexa 488, Alexa 594 y Alexa 647
(Invitrogen/Molecular Probes) asi como también Ci3 (Amersham).

Cada segmento esta hecho separadamente en cuatro colores de tal modo que cada posicién en el andamio puede ser
llenada con un segmento en cualquiera de los cuatro colores; asi diferentes colores pueden ser fijados en diferentes
posiciones para crear muchas combinaciones de color Unicas.

En esta realizacion particular, los segmentos adyacentes tienen que ser de diferentes colores o puede haber
segmentos oscuros intercalados de tal modo que cada segmento es detectado como una ‘mancha’ individual. Los
segmentos oscuros pueden ser usados como parte del codigo de nanoindicador.

Ensamblado de la molécula etiqueta. Segmentos para cada posicion son reasociados en una relacion 2:1 del
segmento al andamio M13 en tampoén IX SSPE a 70 °C durante 2 horas. Un nanoindicador ensamblado con
segmentos de ARN marcados se ilustra en las Figuras 3A y 3B. La Figura 3A ilustra un nanoindicador en el cual sélo
“manchas” alternadas (1, 3, 5y 7) estan marcadas y la Figura 3B ilustra un nanoindicador en el cual cada mancha esta
marcada.

6.4 Ejemplo 4: deteccion de ARN diana (S2) Y ADN
Moléculas que usan una combinacién de nanoindicador de ARN/sonda fantasma

Sintesis de oligonucledtidos de sonda y de diana. Un oligonucleétido diana S2 ADN fue sintetizado y purificado por
electroforesis de gel poliacrilamida (Integrated DNA Technologies). Las moléculas de S2 ARN fueron generadas
mediante transcripcion in vitro de productos de PCR correspondientes a una region del gen de coronavirus SARS
clonado (Invitrogen) para lo cual se utilizé un kit Megascript™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
sonda fantasma S2 (Figura 6A (i) era complementaria con respecto a una region especifica de 50 bases de la
secuencia de la diana de S2 (S2-a) y fue sintetizada con un mondmero biotina-TEG en el extremo 5’ y purificada
mediante HPLC (high performance liquid chromatography, cromatografia liquida de alto rendimiento) (Integrated DNA
Technologies). Un segundo oligonucleotido con 50 bps complementaria con respecto a la diana S2 (S2-b) mas 9 bp de
una secuencia adicional utilizada para la ligaciéon al andamio M13 (total: (59bp) fue sintetizado y purificado mediante
HPLC (Integrated DNA Technologies). Obsérvese que las regiones diana S2-a y S2-b no se superponian.

Sintesis del nanoindicador. El oligonucleétido S2-b fue ligado al extremo 5 de M13 linealizado [Figura 6A (iii)], y el
producto fue purificado del oligonucleétido residual no ligado mediante filtracion de exclusion de tamafio a través de un
filtro YM100 (Millipore) siguiéndose las instrucciones del fabricante. Se generaron segmentos de ARN amino-allil
modificados complementarios con respecto a M13 en las posiciones 2, 4, 6, y 8 (Figura 1C)a partir de la transcripcion
in vitro de plantillas de ADN (productos de PCR) por medio del kit Ambion Megascript™ siguiéndose las instrucciones
del fabricante. Los segmentos fueron seguidamente acoplados al tinte Alexa 647 modificado por N-éster (Invitrogen)
siguiéndose las instrucciones de Ambion (kit amino alli MessageAmp™ Il aRNA). Los segmentos de ARN
correspondientes a las posiciones 1, 3, 5, y 7 del andamio M13 (Figura 1C) fueron generados como ARNs no
modificados transcritos in vitro a partir de plantillas de ADN como se describe en lo que precede. El ensamble del
nanoindicador se llevé a cabo fusionando 10 fmol/pl de cada uno de los ocho segmentos a 5 fmol/pl del andamio
M13-S1-6 durante dos horas a 70 °C en tampoén 1X SSPE (150 mM cloruro de sodio, 10 mM fosfato de sodio, 1 mM
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EDTA). El producto final fue un nanoindicador con 4 segmentos etiquetados con A647 (rojo) interdispersado con
segmentos 0scuros.

Condiciones de hibridacion. La hibridacion de los nanoindicadores y de las sondas fantasma a la diana se llevaron a
cabo bajo las siguientes condiciones: 5X SSPE (750 mM cloruro de sodio, 50 mM fosfato de sodio, 5 mM EDTA
disédico), 40 uM de sonda fantasma (oligonucleétido de fijacion S2-a), 40 uM nanoindicador S2-b, 100 ng/pl de ADN
esperma de salmon cizallado, 5X de solucién de Denhardt y Tween al 0,1%. Las concentraciones finales de la diana
fueron 20 uM S2 ADN (Figura 6B) y 1 yM S2 ARN diana (Figura 6C). No se afiadio ninguna diana al control negativo
(Figura 6C). La reaccion de hibridacion se incubd a 65° C durante por lo menos 16 h.

Las reacciones de hibridacion fueron diluidas 1:2 con 100 mM solucién tampdn borato e Introducidas en un canal de
celda de flujo y se ligd a una tapa recubierta con estreptavidina que formaba el fondo del canal (tapas de
Streptavidin-OptiChem de Accelr8). La fijacion al cubreobjetos en uno de los extremos del complejo:
nanoindicador/diana/sonda fantasma se llevo a cabo mediante la interaccion de la sonda fantasma biotinilada con la
superficie de estreptavidina. Después de enjuagar el canal con tampon borato adicional a efecto de remover los
reporteros en exceso no ligados a la superficie, se intercambié el tampon con 1X TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA) y se aplicé una corriente eléctrica de 200 V para estirar los complejos nanoindicador/diana durante la captura
de las imagenes.

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio Leica DMI 6000B con un objetivo de inmersion en aceite 63X
(1,4 NA), fuente de luz Xeite-120 e (Exfo), juego de filtros a medida (Chroma Technologies), una camara Orca-ER CCD
(Hamamatsu) y software de adquisicion de datos Metamorph (Molecular Devices). Como se predijo, cuando la
molécula diana S2 correcta se hibrida [Figura 6A (ii)) tanto a la sonda fantasma [Figura 6A (i), S2-a] como al
nanoindicador especifico para diana S2-b [Figura 6A (iii)], el complejo sonda fantasma/diana/nanoindicador forma una
especie individual que se fija al cubreobjetos y fue visualizado como 4 manchas cuando se expuso a una luz de una
longitud de onda de 647 nm (Figuras 6B, 6C, y 6E). La amplitud de la ligacion dependia de la concentracion de la
diana. No hubo una ligacion significativa en ausencia de la secuencia diana S2 (Figura 6D).

6.5 Ejemplo 5: nanoindicador que comprende un fragmento de anticuerpo monovalente

Cuando una molécula diana es una proteina o polipéptido, es posible generar un nanoindicador en el que el andamio
de nanoindicador es un acido nucleico y la secuencia especifica de la diana es un fragmento de anticuerpo
monovalente. Mediante la utilizacidon de métodos rutinarios, un anticuerpo que reconoce una molécula diana de interés
es opcionalmente digerido con pepsina para generar fragmentos F(ab’)2. Las dos partes del anticuerpo o los dos
fragmentos F(ab’)2 generados mediante la digestion por pepsina son separadas mediante una reduccién suave, por
ejemplo con 2-mercaptoetilamina. Esta reduccion separa sea el anticuerpo o los dos fragmentos F(ab’)2 en dos
fragmentos monovalentes con dos grupos sulfidrilo que pueden ser funcionalizados.

Se utiliza un reactivo de reticulacion heterobifuncional (por ejemplo, m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida éster de
Pierce Biotechnology Inc.) para fijar la maleimida a un oligonucleétido con una modificacion amina (que puede
obtenerse de muchas fuentes tales como Integrated DNA Technologies). EI NHS en el reactivo de reticulacion se hace
reaccionar con la amina situado sobre los oligonucleétidos para producir un oligonucleétido conjugado con maleimida.

Este oligonucleétido conjugado con maleimida se hace seguidamente reaccionar con uno de los grupos sulfhidrilo del
fragmento del anticuerpo. Debido a limitaciones estéricas, es preferente que un solo oligonucleétido sea fijado a cada
fragmento. Este fragmento de anticuerpo monovalente fijado a un oligonucleétido puede ser seguidamente hibridado a
una secuencia complementaria en un andamio de nanoindicador, para generar un nanoindicador en el que la
secuencia especifica es una secuencia de anticuerpo.

Fijacién a la superficie. Una vez que los nanoindicadores estén fijados tanto a la molécula diana como a los
correspondientes acidos nucleicos etiquetados, es decir los acidos nucleicos fijados a monémeros de etiqueta, se los
fija a una superficie y se los estira para resolver el orden de las sefiales emitidas por los mondémeros de etiqueta y por
lo tanto identificar la molécula diana. En este ejemplo, los nanoindicadores son estirados para resolver espacialmente
sus codigos de tinta fluorescente que corresponden a una molécula diana en particular. Los nanoindicadores son
estirados fijando uno de sus extremos a una superficie (en este ejemplo, una tapa, ver preparaciones mas abajo).
Pueden utilizarse dos métodos para la fijacion a una superficie: A) unos cubreobjetos recubiertos con estreptavidina de
Accelr8 Corporation, biotinilizandose los nanoindicadores; y B) cubreobjetos recubiertos con biotina, en donde los
nanoindicadores tienen estreptavidina. En tampén, los nanoindicadores son puestos en contacto con la superficie
activa, y se les permite incubarse durante un periodo de tiempo. La reaccion se lleva a cabo en células de flujo hechos
de PDMS moldeados en forma de casetonados de silicona tratados con mordiente para preparar los canales. Se utiliza
una tuberia metalica para cavidades nucleo en los extremos de los canales para la insercion de tampdn y muestra. Las
dimensiones de los canales son de 0,5 mm de 1 mm de anchos y con una altura de 54 um. Una vez que las muestras
han sido introducidas en la pista de la célula de flujo, deberian fijarse los nanoindicadores. Los nanoindicadores
pueden estirarse sea aplicando un voltaje o removiendo el liquido con un menisco entrante que deja las cadenas
estiradas y secas.
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Preparacion de la superficie y ensamble del dispositivo. Las superficies de ligacion (Accelr8 brand
Streptavidin-OptiChem, coverslips recubiertos) son enviados en unidades de 5 superficies por contenedor de slide, y
cada contenedor esta encerrado dentro de un empaque de desecante silice en una bolsita de foil. Las bolsitas se
guardan a -20 °C hasta su utilizacion.

Para preparar la superficie para la ligacion, se empieza por extraer una bolsita desde el congelador y se le permite
llegar a la temperatura ambiente a lo largo de varios minutos. Si no ha sido previamente abierta, la bolsita es
seguidamente deslizada a lo largo de uno de sus bordes de manera de formar una hendidura, y se retira el contenedor
de superficies. Al retirarse la superficie requerida, se vuelve a colocar el contenedor en la bolsita con su desecante, se
cierra la hendidura sellandolo con un tira de cinta de embalaje, y se vuelve a colocar la bolsita en el contenedor.}

A continuacién se enjuaga la superficie ligeramente con una corriente de agua Nanopure (Bamstead Nanopure
Diamond) y se empapa durante 10 minutos en 1X PBS filtrado 0,2 pm en un jarro Coplin rasurado limpio. Después de
la imbibicion, se sumerge la superficie en agua Nanopure y se la seca soplando nitrégeno filtrado a través del borde de
la superficie.

El dispositivo PDMS utilizado para hacer juego con la superficie y proveer la localizacion de la muestra se limpian justo
antes de su utilizacion mediante la aplicacion de cinta de celofan sobre la superficie de PDMS y a continuacion se retira
el polvo u ofras particulas que pueden haberse fijado durante el almacenamiento. El lado de ligacion de la superficie de
Accelr8 se colocada cara arriba, y se centra la estructura de PDMS limpia, lado canal hacia abajo, sobre la superficie.
El PDMS se adhiere facilmente al vidrio y no se necesita ningiin mecanismo de fijacion adicional.

Ligacién y lavado de muestras. Se liga la muestra a la superficie empezando por aplicar una gota de 5 ul de la muestra
(actualmente diluida en 100 mM tampdn borato de sodio, pH 9.8) en una cavidad de la via elegida. La gota deberia
tocar justo el punto en el que el canal se empalma con la cavidad (en este momento, parte de la muestra puede
penetrar en el canal). Se llena el canal, y se equilibra la ligacion a través del canal, para lo cual se empuja la gotita a
través del canal hacia la cavidad opuesta para lo cual se utiliza un vacio muy débil (< 2 kPa). Se repite el proceso para
las otras muestras en sus respectivas pistas. A continuacién se remueve el fluido en exceso de las cavidades, se
encintan las cavidades para reducir la evaporacion, y se somete el dispositivo a incubacion en la oscuridad durante 20
minutos.

Después de la ligacion, se remueve la cinta, y la cantidad superior de cada pista se llena con 100 pl del tampdn baratro
arriba descrito. Aproximadamente 20 pl de dicho tampén se llevados a través de los canales hacia las otras cavidades
para lo cual se utiliza el vacio, y el proceso se repite una vez. A continuacion se remueve la totalidad del tampon borato
de todas las cavidades, y se llena la cavidad superior con 1X TAE, pH 8,3. Aproximadamente 50 pl son llevados a
través del canal, y a continuacion se retira la totalidad del TAE y se vuelve a llenar la cavidad. El proceso se repite tres
veces, con un total de aproximadamente 150 pl de enjuague con TAE. Finalmente, todas las cavidades se llenan con
100 pl de IX TAE.

Electroestiramiento. Se mancha el fondo del dispositivo de tapa/PDMS con aceite de inmersion y se coloca en el
microscopio. Se insertan los electrodos en las cavidades en extremos opuestos del primer canal de PDMS (electrodo
negativo en la cavidad superior, electrodo positivo en el fondo), La primera imagen del canal sera tomada cerca de la
cavidad del fondo; se ajusta la etapa del microscopio de manera tal que el area de interés se encuentre en foco.

A continuacion se aplica un voltaje (200 V) a través del canal. El voltaje es suministrado por una fuente de energia
eléctrica de corriente continua (Agilent E3630A) y amplificado 100X mediante un amplificador de elevado voltaje
(Matsusada Precision Inc.). Después de haberse aplicado una corriente, se reajusta el foco, y empieza el proceso de la
formacion de imagenes.

A continuacion se repite el proceso de electroestiramiento y formacion de imagen con los canales restantes. Formar
imagen de los nanoindicadores.

Fuente de luz para las tintas fluorescentes en el nanoindicador. Al utilizarse una lampara de arco como fuente de
luz, la mejor seleccién de fluoréforo son los tipos mas brillantes sin llegar a una superposicion fluorescente tal como
Alexa 488, Cy3, y Alexa 594. También pueden utilizarse tintes fluorescentes mas débiles tales como Alexa 647 y
Cy5.5.

Filtros para imagen de los tintes fluorescentes en el nanoindicador. Para los fluoréforos seleccionados Alexa
488, Cy3, Alexa 594 y Alexa 647 puede haber una superposicion entre Cy3 y Alexa 594. Sin embargo, el ordenamiento
a pedido de un filtro de emisién con un ancho de banda de 572- 600 nm minimiza la superposicion.

Microscopio y objetivo para formar imagenes de los nanoindicadores. El modelo del microscopio utilizado es del
Nikon Eclipse TE2000E de Nikon Incorporation que utiliza la estacién de formacion de imagenes por fluorescencia
invertida que tiene 6 casetes de filtro que permiten la seleccién de la emision fluorescente desde multiples candidatos
de tinta fluorescente. Para los tintes seleccionados, la resolucién 6ptica requerida es de aproximadamente 400 nm
para la totalidad de las longitudes de onda (500-700 nm). El objetivo seleccionado para el lente es el lente Nikon Plan
Apo TIRE que tiene un NA de 1,45 y una amplificacion de 60. La resolucion optica es de aproximadamente 210-300
para diferentes longitudes de onda.
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Cinco minutos antes de utilizar el microscopio (Nikon Eclipse TE2000E), encender la fuente de luz (X-cite 120, Exfo
Corporation) y asegurarse que la intensidad es la maxima. Encender el driver de la camara CCD (Hamamatsu, Orca
Ag) y el controlador del obturador. Utilizar el objetivo de aceite 60 x 1,45 NA (Plan Apo TIRF, Nikon) para evaluar los
nanoindicadores. Para todas las evaluaciones de nanoindicadores se ajusta el optivar en 1x. Abrir el software
Metamorph (Universal Imaging Corporation). Adquirir las imagenes utilizando los conjuntos de filtro correspondientes
tales como cy3, A647 (Chroma Technologies).

7. Referencias mencionadas

La presente invencion puede implementarse como un producto programa de ordenador que comprende un mecanismo
de programa de ordenador embebido en un medio de memoria legible por ordenador. Por ejemplo, el producto
programa de ordenador podria contener los modulos de programa mostrados en la Figura 9. Estos médulos de
programa pueden almacenarse en un CD-ROM, DVD, producto de memoria en disco magnético, o cualquier otro
producto de memoria de datos o de programa legible por maquina. Los moédulos de programa también pueden estar
embebidos en una memoria permanente, tal como ROM, uno o mas chips programables, o uno o mas circuitos
integrados de aplicacion especifica (ASICs). Dicha memoria permanente puede estar localizada en un servidor, punto
de acceso 802.11, puente/estacion inalambrico de 802.11, repetidor, router, teléfono movil, u otros dispositivos
electrénicos. Los modulos de programa en el producto programa de ordenador también pueden estar distribuidos
electrénicamente, por intermedio de Internet o de alguna manera, mediante la transmision de una sefial de datos de
ordenador (en donde los médulos de software estan embebidos) sea digitalmente sea sobre una onda portadora.

Muchas modificaciones y variaciones de esta invencion pueden efectuarse, como sera evidente para las personas
expertas en la especialidad. Por ejemplo, el médulo de almacenamiento de datos 44, el médulo de Identificacion de
etiquetas 50, y el médulo de identificacion de sondas 54 pueden combinarse en un Unico programa, pueden ser cada
uno de ellos un programa por separado o podrian de hecho estar dispersos en multiples programas (por ejemplo, tres
0 mas). Las realizaciones especificas descritas en la presente se ofrecen a titulo de ejemplo solamente, y la invencion
ha de limitarse a solamente lo enunciado en la reivindicaciones adjuntas.

Listado de secuencias
<110> Nanostring Technologies, Inc.

<120> SISTEMAS Y METODOS PARA ANALIZAR NANOINDICADORES
<130> EP63168FZpau

<140> EP 07 795 152.3
<141> 2007-05-21

<150> PCT/US2007/012130
<151> 2007-05-21

<150> US 60/802,862
<151> 2006-05-22

<160> 3

<170> FastSEQ PARA windows Version 4.0
<210>1

<211>900

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Region de union de etiqueta sintética

<400> 1
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gagctcggga
tagaagcatg
aagctgagcg
tgacgcggta
ccaataggca
tggaacaatg
gcagtcaaca
tgcaagactc
cgggtaaaaa
tagcgaacta
aaaataagaa
taaggaaata
cacgtagccg
tcggcagatg
gcagtgaagc

<210> 2
<211> 60
<212> DNA

gatggcgagc
aagaactgaa
gctcagcggg
aaaccatcca
cgtacaaacg
gaaagatgca
actggaaaga
gcgacatggg
catagcaggg
cgcgcatcgce
actaacgaaa
ggccgatgca
gatcagggcc
cgccggtaaa
actaaaagca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia terminal

<400> 2

tggaagcatc
cgcatgagac
tccgagegtc
gaagtaaacg
tacaagcctg
agaataaacc
tccacacata
acggtaaaac
tggagacctc
ccaatgggcc
tacgagggtc
gacctgaaac
tgggaggctg
aaagtagagg
tccaagggta
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agaaagtagg
aataggaagc
aaaaaataaa
ggtacaaaca
gcgcgatgag
gataccggga
ccggcgtaac
catccgaccg
agaacgtaaa
aatcaacaga
caaggatgca
gatgcaccga
gaaccgtgag
catgaccgga
ggagactagg

aagatgacaa
tacgccacta
agagtgaaac
tacagagata
gcaatccaca
tcgagggctc
cgagtccaaa
taaaccggta
gacgtccaag
taaacgagta
agactgaggc
tccgacggta
cacatagcaa
tgggcaaata
cgcctcgacg

gtctatcatc acagcgtcta tcatcacagc gtctatcatc acagcegtcta tcatcacage 60

<210>3
<211>15
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Agente de inmovilizacion

<400> 3

gctgtgatga tagac 15
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aatagggcca
gggacctgag
aatagacgaa
gccacctgga
cgtgcagagc
agcgaataaa
catacagacc
accaggtagc
ggtcgccgga
gaaaagtcag
cctaaggaga
aaagactaga
agtcgcagcg
gcgacgtaca
ggtaggtacc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la presencia de una sonda dentro de una muestra superpuesta sobre un sustrato, en donde
la sonda comprende una pluralidad de etiquetas dispuestas espacialmente, en donde una primera etiqueta en la
pluralidad de etiquetas se asocia con una primera posicion sobre el sustrato que emite luz en un primer intervalo de
longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda, y una segunda etiqueta en la pluralidad
de etiquetas se asocia con una segunda posicion sobre el sustrato que emite luz en un segundo intervalo de longitud
de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda, donde el método comprende:

identificar una pluralidad de etiquetas, en una pluralidad de imagenes de luz, que estan proximas entre si sobre el
sustrato, en donde un orden espacial de la pluralidad de etiquetas determina una secuencia de cadenas de la
pluralidad de etiquetas, en donde cada imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz es para luz recibida de la
muestra en un intervalo de longitud de onda en una pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda; y

determinar si la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas comprende una secuencia indicadora valida, en
donde

cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas se confirma como una secuencia indicadora valida,
la pluralidad de etiquetas se considera que es la sonda; y

cuando la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas no se confirma como una secuencia indicadora
valida, la pluralidad de etiquetas se considera que no es la sonda.

2. Un producto de programa informatico, en donde el producto de programa informatico comprende un medio de
almacenamiento legible por ordenador y un mecanismo de programa informatico incluido dentro, el mecanismo de
programa informatico adaptado para realizar un método para detectar la presencia de una sonda dentro de una
muestra superpuesta sobre un sustrato segun la reivindicacion 1,

en donde el mecanismo de programa informatico comprende:

un modulo de almacenamiento de datos que comprende instrucciones para almacenar la pluralidad de imagenes
de luz;

un modulo de identificacion de etiquetas que comprende instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas; y

un médulo de identificacién de sondas que comprende instrucciones para determinar si la secuencia de cadenas
de la pluralidad de etiquetas comprende la secuencia indicadora valida.

3. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde cada etiqueta en la pluralidad de etiquetas
se asocia con una posicion sobre el sustrato que emite mas de una cantidad umbral de luz en al menos una imagen de
luz en la pluralidad de imagenes de luz.

4. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde el mecanismo de programa informatico
también comprende una tabla de busqueda que comprende una pluralidad de secuencias indicadoras validas y en
donde el médulo de identificacion de sondas también comprende instrucciones para comparar la secuencia de
cadenas de la pluralidad de etiquetas con las secuencias indicadoras validas en la tabla de busqueda.

5. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde el médulo de almacenamiento de datos
también comprende instrucciones para alinear una primera imagen de luz con una segunda imagen de luz en la
pluralidad de imagenes de luz usando una pluralidad de fiduciarios presentes sobre el sustrato.

6. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde el médulo de identificacion de etiquetas
también comprende instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas candidatas en la pluralidad de imagenes
de luz, y en donde dicha pluralidad de etiquetas es un subgrupo de la pluralidad de etiquetas candidatas que fueron
validadas por el médulo de identificacién de etiquetas.

7. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde una pluralidad de etiquetas candidatas se
identifican por aplicacion de un algoritmo de segmentacion a cada una de la pluralidad de imagenes de luz.

8. El producto de programa informatico segun la reivindicaciéon 2, en donde el médulo de identificacion de etiquetas
también comprende:

instrucciones para identificar una primera etiqueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz; e

instrucciones para identificar una segunda etiqueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz que esta dentro de
una distancia predeterminada de la primera etiqueta candidata;

en donde la pluralidad de etiquetas comprende la primera etiqueta candidata y la segunda etiqueta candidata.

9. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde la pluralidad de diferentes intervalos de
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longitud de onda consiste en entre dos y quince diferentes intervalos de longitud de onda.

10. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde la pluralidad de etiquetas comprende
cuatro etiquetas.

11. El producto de programa informatico segun la reivindicacion 2, en donde un primer subgrupo de las etiquetas en la
secuencia de cadenas realiza una comprobacion de error de una identidad de las etiquetas en un segundo subgrupo
de las etiquetas en la secuencia de cadena.

12. Un sistema informatico para detectar la presencia de una sonda dentro de una muestra superpuesta sobre un
sustrato, en donde la sonda comprende una pluralidad de etiquetas dispuestas espacialmente, en donde una primera
etiqueta en la pluralidad de etiquetas se asocia con una primera posicion sobre el sustrato que emite luz en un primer
intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda y una segunda etiqueta en la
pluralidad de etiquetas se asocia con una segunda posicion sobre el sustrato que emite luz en un segundo intervalo de
longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda;

cuyo sistema informatico comprende:
una unidad de procesamiento central; y

una memoria, acoplada con la unidad de procesamiento central, donde la memoria almacena un médulo de
almacenamiento de datos, un modulo de identificacion de etiquetas y un modulo de identificacion de sondas, en
donde el sistema informatico esta adaptado para realizar un método segun la reivindicacion 1;

donde el médulo de almacenamiento de datos comprende instrucciones para almacenar la pluralidad de imagenes
de luz;

cuyo médulo de identificacion de etiquetas comprende instrucciones para identificar la pluralidad de etiquetas; y

un médulo de identificacion de sondas que comprende instrucciones para determinar si la secuencia de cadenas
de la pluralidad de etiquetas comprende la secuencia indicadora valida.

13. El sistema informatico segun la reivindicacion 12, en donde la memoria también almacena una tabla de busqueda
que comprende una pluralidad de secuencias indicadoras validas y en donde el médulo de identificacion de sondas
también comprende instrucciones para comparar la secuencia de cadenas de la pluralidad de etiquetas con las
secuencias indicadoras validas en la tabla de busqueda.

14. El sistema informatico segun la reivindicacion 12, en donde el médulo de almacenamiento de datos también
comprende instrucciones para alinear una primera imagen de luz con una segunda imagen de luz en la pluralidad de
imagenes de luz usando una pluralidad de fiduciarios presentes sobre el sustrato.

15. El sistema informatico segun la reivindicacion 12, en donde el médulo de identificacion de etiquetas también
comprende instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas candidatas en la pluralidad de imagenes de luz, y
en donde dicha pluralidad de etiquetas es un subgrupo de la pluralidad de etiquetas candidatas que fueron validadas
por el moédulo de identificacion de etiquetas.

16. El sistema informatico segun la reivindicacion 12, en donde el médulo de identificacion de etiquetas también
comprende:

instrucciones para identificar una primera etiqueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz; e

instrucciones para identificar una segunda etiqueta candidata en la pluralidad de imagenes de luz que esta dentro de
una distancia predeterminada de la primera etiqueta candidata;

en donde la pluralidad de etiquetas comprende la primera etiqueta candidata y la segunda etiqueta candidata.

17. Un sistema que comprende el sistema informatico segun la reivindicacién 12 y un mecanismo de medicién de luz
que mide la pluralidad de imagenes de luz.

18. El sistema segun la reivindicacion 17, en donde el sistema también comprende un mecanismo de iluminacion que
ilumina el sustrato.

19. El sistema segun la reivindicacion 17, en donde el mecanismo de medicion de luz comprende:

una pluralidad de filtros de longitud de onda de medicion, en donde cada filtro de longitud de onda de medicién en la
pluralidad de filtros de longitud de onda de medicidn se usa en una correspondiente imagen de luz en la pluralidad de
imagenes de luz para rechazar la luz no dentro de un correspondiente intervalo espectral;

un fotodetector que forma una sefal de deteccion en respuesta a la luz emitida de la muestra; y/o
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un circuito detector dirigido por la sefal de deteccion que mide la luz emitida de la muestra superpuesta sobre el
sustrato,

donde el mecanismo que mide la luz también comprende una memoria electrénica para almacenar una pluralidad de
imagenes de luz, en donde cada imagen de luz en la pluralidad de imagenes de luz es para luz recibida de la muestra
a un intervalo de longitud de onda en la pluralidad de diferentes intervalos de longitud de onda.

20. El sistema segun la reivindicacion 17, en donde el mecanismo de identificacion de etiquetas comprende
instrucciones para identificar una pluralidad de etiquetas candidatas en la pluralidad de imagenes de luz y en donde la
pluralidad de etiquetas es un subgrupo de la pluralidad de etiquetas candidatas.
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