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DESCRIPCION
Deteccion de proteina a través de nanoinformadores
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de deteccion, cuantificacion, identificacion y analisis multiples de
proteinas usando las herramientas de biologia molecular para generar constructos nanoinformadores unicos y los
métodos para su utilizacion.

Antecedentes de la invencion

Con la reciente finalizacién del analisis del genoma humano, mucha atencion se esta desplazando ahora al campo de la
proteémica, donde los productos génicos (proteinas), sus variantes, los patrones que interactdan y la dinamica de su
regulacion y procesamiento son el énfasis del estudio. Tales estudios son esenciales para entender, por ejemplo, los
mecanismos detras de los trastornos genéticos y ambientalmente inducidos o las influencias de las terapias mediadas
por farmacos, asi como potencialmente convertirse en el fundamento subyacente para otros analisis clinicos y de
diagndstico. Es critico para estos estudios la capacidad para determinar cualitativamente variantes especificas de
proteinas completas (por ejemplo, variantes de empalme, mutaciones puntuales, versiones modificadas
postraduccionalmente y maodificaciones inducidas ambiental/terapéuticamente) y la capacidad de observar su
modulacién cuantitativa. Ademas, cada vez es mas importante realizar estos analisis no sélo de uno, sino de muiltiples
fluidos/extractos biolégicos. Existen métodos limitados de tecnologias de medicion de proteina multiplexada debido a los
desafios adicionales inherentes a las muestras de proteinas.

El documento WO 2007/076128 describe composiciones y métodos para la detecciéon y cuantificacion de moléculas
diana individuales en muestras biomoleculares.

El documento US 6.268.147 se refiere a un método para analizar ADN genémico y secuencias expresadas usando
oligonucledtidos auxiliares.

El documento WO 03/003810 se refiere a un método para detectar un analito de acido nucleico usando sondas
marcadas; y el documento WO 2005/071401 describe un método para la deteccion de multiples secuencias diana de
acido nucleico.

Blank, K. et al.: " Double-chip protein arrays: force-based multiplex sandwich immunoassays with increased specificity",
Analytical and Bioanalytical Chemistry., Vol. 379, no. 7-8, paginas 974-981, de abril de 2004, describe un ensayo de
proteinas usando sondas marcadas.

El documento WO 2008/124847 se refiere a composiciones y métodos para la deteccion y cuantificacion de moléculas
diana individuales en muestras biomoleculares

Kang, Y. et al.: "Electrochemical detection of thrombin by sandwich approach using antibody and aptamer”,
Bioelectrochemistry., vol. 73, no. IS.1., paginas 76-81, junio de 2008; Sasajima, Y. et al.: "Detection of protein tyrosine
phosphorylation by open sandwich fluoroimmunoassay", Biotechnology Progress., vol. 22, no. 4, paginas 968-973, julio
de 2006; Y Han, X.X. Et al.: "Protein-mediated sandwich strategy for surface-enhanced Raman scattering: application to
versatile protein detection", Analytical Chemistry, vol. 81, no. 9., paginas 3350-3355, mayo de 2009, proporcionan
métodos para la deteccién de proteinas.

Sin embargo, la medicion de proteinas en el fluido biologico es dificil debido a sus propiedades inherentes. En
consecuencia, existe una necesidad apremiante de enfoques analiticos rapidos, sensibles, reproducibles y precisos
para el analisis de proteinas y sus variantes.

Con el fin de analizar proteinas de interés desde y dentro de su entorno nativo, son necesarios ensayos capaces de
evaluar proteinas presentes en una variedad de fluidos y/o extractos bioloégicos, tanto cualitativa como
cuantitativamente.

Resumen de la invencion

La descripcion proporciona métodos y composiciones para el analisis de proteinas, incluyendo métodos vy
composiciones para la deteccion y/o cuantificacion de proteinas en una muestra.

La invencion proporciona un método para determinar la concentracién de al menos una proteina en una muestra que
comprende las etapas de: (a) proporcionar: (i) al menos una proteina, (ii) una primera sonda de proteina especifica para
una primera region de al menos una proteina, en donde la primera sonda de proteina esta unida a una primera region
de captura o a una primera matriz, (iii) una segunda sonda de proteina especifica para una segunda regién de al menos
una proteina, en donde la segunda sonda de proteina comprende una sefial oligo, y (iv) cuando la primera sonda esta
unida a una primera region de captura: una segunda matriz que tiene unida a ella una fraccién que es capaz de unirse a
la regidn de captura en la primera sonda de proteina; (b) formar al menos un primer complejo que comprende al menos
una proteina, la primera sonda de proteina y la segunda sonda de proteina, en donde al menos una proteina esta unida
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a las primera y segunda sondas de proteina y en donde cuando la primera sonda esta unida a una primera regiéon de
captura, la sonda de captura esta unida a la fraccién en la segunda matriz; (c) liberar el oligo sefial del primer complejo;
(d) formar un segundo complejo que comprende (1) al menos el oligo sefial y (2) al menos una sonda de oligo que
comprende una region oligoespecifica de la sefial y una regidon que comprende un nanoinformador en donde el
nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes etiquetas detectables; y (e) detectar individualmente el segundo
complejo o al menos parte del segundo complejo por un método que comprende contar individualmente la presencia de
la pluralidad de diferentes etiquetas detectables del nanoinformador, en donde el recuento de la pluralidad de diferentes
etiquetas detectables es indicativo de la concentracion de la proteina en la muestra. En algunas realizaciones, la
deteccion individual comprende ademas la deteccion de una sefial digital.

Una fraccion se refiere a y se conoce también como una entidad. Una fraccion de la invencion esta operativamente
unida a una matriz y se une con una region de captura de una primera sonda de proteina. La fraccién esta unida
operativamente a la matriz por un enlace fisico o quimico, incluyendo, pero no limitado a, un enlace covalente, un
enlace no covalente, un enlace electrénico, un enlace flexionado, un enlace aromatico, un enlace metalico, un enlace de
hidrégeno, un enlace iénico, o fuerzas de van der Waals. La fraccion se une con una region de captura de una primera
sonda de proteina a través de cualquiera de los enlaces fisicos o quimicos descritos en la presente memoria,
interacciones receptor-ligando, eventos de hibridacion entre dos oligonucledtidos o interacciones entre un
oligonucledtido y un polipéptido. Por ejemplo, una regién de captura que contiene biotina se une a una fracciéon que
contiene estreptavidina, formando un enlace fuerte no covalente, en el que una matriz unida a la estreptavidina, permite
que la matriz se una a la region de captura de la primera sonda de proteina (véase, la Figura 1). Aunque se contemplan
todas las interacciones receptor-ligando conocidas, se prefieren aquellas interacciones con una constante de
disociacion (Kd) entre 0,1 fM y 1000 nM. Los eventos de hibridacion ocurren entre oligonucledtidos que tienen
secuencias complementarias, sin embargo, no se requiere una complementariedad perfecta o completa. La invencion
abarca aquellos eventos de hibridacion entre oligonucledtidos que tienen 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% y
cualquier porcentaje de complementariedad entre ellos. Ademas, la asociacion de un aptamero con una primera sonda
de proteina proporciona un ejemplo no limitativo de una interaccion preferida entre un oligonucleétido y un polipéptido.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método para determinar la concentracion de al menos una
proteina en una muestra que comprende las etapas: (a) proporcionar: (i) al menos una proteina (ii) una primera sonda
de proteina especifica para una primera regidon de al menos una proteina, en donde la primera sonda de proteina esta
unida a un primer oligo; (iii)) una segunda sonda de proteina especifica para una segunda region de al menos una
proteina, en donde la segunda sonda de proteina esta unida a un segundo oligo; (b) formar un primer complejo que
comprende al menos una proteina, la primera sonda de proteina y la segunda sonda de proteina, en donde al menos
una proteina esta unida a la primera y segunda sondas de proteina, (c) ligar el primer y el segundo oligo para formar un
oligo sefial; (d) formar un segundo complejo que comprende (1) al menos el oligo sefial y (2) al menos una sonda de
oligo que comprende una region especifica del oligo sefial y una regién que comprende un nanoinformador en el que el
nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes etiquetas detectables; y (e) detectar individualmente el segundo
complejo o al menos parte del segundo complejo por un método que comprende contar individualmente la presencia de
la pluralidad de diferentes etiquetas detectables del nanoinformador, en el que el recuento de la pluralidad de diferentes
etiquetas detectables es indicativo de la concentracion de la proteina en la muestra. En algunas realizaciones, se
determina la concentracion de dos o mas proteinas diana. En algunas realizaciones, se determina la concentraciéon de
3, 4, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000 o mas de 1.000 proteinas diana diferentes. En
algunas realizaciones, se determina la concentracion de al menos 972 proteinas diana diferentes.

En algunas realizaciones, la matriz se selecciona del grupo que consiste en una perla y una disposicion. En algunas
realizaciones, la matriz es una perla. En algunas realizaciones en las que se analiza una pluralidad de proteinas diana,
la matriz es una perla y cada fraccion en cada complejo de la pluralidad del complejo se une a una perla diferente. En
algunas realizaciones, la matriz es una superficie. En algunas realizaciones en las que se analiza una pluralidad de
proteinas diana, la matriz es una superficie y cada fraccién en cada complejo de la pluralidad de complejo esta unido a
una ubicacion diferente de la superficie.

En algunas realizaciones, la primera sonda de proteina y la segunda sonda de proteina se seleccionan
independientemente del grupo que consiste en anticuerpo, péptido, aptamero y peptoide.

En algunas realizaciones, el nanoinformador comprende una cadena principal de acido nucleico de cadena sencilla,
comprendiendo la cadena principal una pluralidad de regiones de fijacion de marcadores unidas covalentemente entre si
en una combinacion lineal, en la que cada regién de fijacion de marcadores se hibrida a una secuencia complementaria
de polinucledtidos que tiene unida a la misma el marcador detectable. En algunas realizaciones, el nanoinformador se
fijla a la segunda sonda a través de hibridacion con un oligonucledtido enlazador. En algunas realizaciones, el
nanoinformador se hibrida con el oligo enlazador a una temperatura de aproximadamente 32 grados Celsius (°C) hasta
aproximadamente 40°C. En algunas realizaciones, el nanoinformador se hibrida con el oligo enlazador a una
temperatura de aproximadamente 37°C. En algunas realizaciones, el nanoinformador comprende una parte que es
complementaria al oligo enlazador. En algunas realizaciones, la region complementaria es de aproximadamente 15 a
aproximadamente 20 bases.

Breve descripcion de los dibujos
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La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y
ventajas de la presente invencidon haciendo referencia a la siguiente descripcion detallada que presenta realizaciones
ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la invencion y los dibujos adjuntos, de los cuales:

La Figura 1 es un diagrama esquematico que representa una realizacioén de la invencion en la que dos anticuerpos
especificos para una proteina diana se unen a la proteina diana en solucién. El primer anticuerpo esta unido a un
marcador de afinidad tal como biotina (representado como un circulo marcado como "B"), mientras que el segundo
anticuerpo esta unido a una sonda de acido nucleico parcialmente de doble cadena. La unién del primer y segundo
anticuerpos a la proteina diana forma un complejo que se aisla de la solucion a través del marcador de afinidad del
primer anticuerpo. Una de las cadenas de la sonda de acido nucleico parcialmente de doble cadena puede ser eluida
para generar un oligo sefial, que puede ser analizado por cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

La Figura 2 es un grafico que representa los resultados de un ensayo de deteccion usando la proteina diana de IL-2 a
diferentes concentraciones. Especificamente, se midié la detecciéon de IL-2 dentro de soluciones que no contenian
bloqueador, leche al 0,03%, albumina de suero bovino (BSA) al 0,1% o esperma de salmoén (SS) a razén de 98 ng/ml
como los recuentos totales detectados en funcién de la concentracion molar creciente de proteina diana de IL-2
([objetivo IL2, M]).

La Figura 3 es un grafico que representa la eficacia de la deteccion de IL-2 en el ensayo utilizado en la Figura 2. Los
recuentos totales detectados se normalizaron a 600 moléculas por campo de visién (FOV) y se expresaron como una
funcidon de concentracion creciente de moléculas de proteina diana de IL2 [IL2 objetivo, moléculas]). La eficacia de la
deteccion es la pendiente de la linea representada en este grafico.

La Figura 4 es un diagrama esquematico que representa dos realizaciones alternativas de la invencion para la union
tripartita en soluciéon. De acuerdo con este método, dos anticuerpos especificos para una proteina diana se unen a esa
proteina diana en solucion. El primer anticuerpo se une a un marcador de afinidad tal como biotina y contiene una
region constante, que contiene, por ejemplo, repeticiones F. El segundo anticuerpo esta unido a una sonda de
nanoinformador y una segunda region constante, que, por ejemplo, contiene, repeticiones G. La unién del primer y
segundo anticuerpos a la proteina diana forma un complejo que puede aislarse de la solucién a través del marcador de
afinidad del primer anticuerpo. La eluciéon "normal" del complejo se logra por fusiéon de la perla G y F. La elucién
"alternativa" del complejo se lleva a cabo mediante digestion. Los mondmeros marcadores del nanoinformador
(representados como circulos) emiten sefiales individuales de longitudes de onda cualitativamente diferentes que se
distinguen espacialmente y son, de izquierda a derecha, rojo (R), amarillo (Y), verde (G), azul (B), rojo (R) y violeta (V).

La Figura 5 es un grafico que representa la constante de disociacion (Kd) y la concentracion de la sonda para una de las
realizaciones de la invencion, expresada como la fraccion del objetivo unido frente a la Kd de la sonda nanoinformadora
y la sonda de proteina.

La Figura 6 es un diagrama esquematico que representa una realizacion de la invencion en la que un anticuerpo de
captura especifico para una proteina diana se une a la proteina diana en solucién para formar un complejo. El complejo
puede aislarse después de la solucion. El complejo se pone entonces en contacto con un segundo anticuerpo, en donde
el segundo anticuerpo se une a una sonda de acido nucleico parcialmente de doble cadena. Una de las cadenas de la
sonda de acido nucleico de doble cadena puede ser eluida para generar un oligo sefial que puede ser analizado por
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Las Figuras 7A y 7B son diagramas esquematicos que representan una realizacion de la invencion en la que dos
anticuerpos especificos para una proteina diana se unen a la proteina diana en solucién. El primer anticuerpo es un
anticuerpo de captura, mientras que el segundo anticuerpo se une a una sonda de acido nucleico parcialmente de doble
cadena, donde una de las cadenas de la sonda esta unida a un marcador de afinidad tal como biotina. La unién del
primer y segundo anticuerpos a la proteina diana formé un complejo que se puede aislar de la solucion a través del
anticuerpo de captura. Una de las cadenas de la sonda de acido nucleico de doble cadena puede ser eluida para
generar una sefal de oligo que contiene el marcador de afinidad. El oligo sefial se puede hibridar entonces con un
nanoinformador para formar un complejo oligo sefial-nanoinformador que puede aislarse y/o inmovilizarse en una
superficie solida. El complejo de oligo sefal-nanoinformador puede analizarse por cualquiera de los métodos descritos
en la presente memoria. Los mondémeros del marcador del nanoinformador (representados como circulos) emiten
sefiales individuales de longitudes de onda cualitativamente diferentes que se distinguen espacialmente y son, de
izquierda a derecha, roja (R), amarilla (Y), verde (G), azul (B), roja (R) y violeta (V).

La Figura 8A es un diagrama esquematico que representa ciertas realizaciones de la invencién usando ligacion de
proximidad. Un primer y un segundo oligo se unen a un primer y un segundo anticuerpo, respectivamente, siendo
ambos anticuerpos especificos para una proteina diana. El primer y segundo anticuerpos se unen a la proteina diana,
poniendo el primer y segundo oligo muy cerca entre si. Un oligonucleétido puente y una ligasa se afiaden a la solucion
para conectar el primer y segundo oligo para generar un oligo sefial. El oligo sefial puede entonces ser analizado por
cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Las Figuras 8B-D son diagramas esquematicos que representan métodos mediante los cuales el oligo sefial mostrado
en la Figura 8A puede ser liberado y purificado.
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La Figura 9 es un diagrama esquematico que representa ciertas realizaciones de la invencion usando ligacion de
proximidad. Los mondémeros de marcacion del nanoinformador (representados como circulos) emiten sefales
individuales de longitudes de onda cualitativamente diferentes que se distinguen espacialmente y son, de izquierda a
derecha, roja (R), amarilla (Y), verde (G), azul (B), roja (R) y violeta (V).

La Figura 10 es un grafico que representa los resultados de la deteccion de la proteina multiplexada TNF-alfa, IL1 alfa,
IL6 y VEGF, medida como recuentos totales detectados en funcion del aumento de la concentracion diana de la
proteina ([diana de proteina]). En este ejemplo, se usé un ensayo de deteccion en sandwich en solucidon. Se muestra
una medicién de 4 plex.

La Figura 11 es un grafico que representa los datos analizados en la Figura 10, trazados por carril en lugar de por
concentracion. Especificamente, esta figura demuestra que se valoraron dentro dos proteinas diana mientras que se
valoraron fuera otras dos dianas de proteina.

La Figura 12 es un grafico que representa los resultados de un experimento de limite de deteccion (LOD) usando dos
dianas de proteina, IL1alfa e IL6. Los recuentos totales detectados se representaron como una funcién del aumento de
la concentracién molar de la proteina diana ([diana] molar). El experimento demostrd que los limites de deteccion eran
de 26 y 38 picogramos por mililitro (pg/ml), correspondientes a 1,4 x 102 My 1,9 x 10-'2 M para IL1alfa (IL1a) e IL6,
respectivamente. El limite de deteccién estaba dos desviaciones estandar por encima de los niveles de deteccién de
fondo. Se realizaron seis controles negativos, resultando en recuentos promedio de mas o menos una desviacion
estandar, es decir, 3.196 + 265 y 6.703 + 585, respectivamente.

La Figura 13 es un grafico que representa los recuentos totales retenidos por diversos componentes del complejo
informador de anticuerpos (PROX01, PROX03, PROX04, PROX05 y PROX06) después de la purificacion y una etapa
de aclarado usando agua o regulador SSPE de diversos valores de concentracion (0,01X, 0,03X, o 0,1X). A 0,03X
SSPE, se conservo el oligo que representaba un producto ligado, PROX05.

La Figura 14 es un grafico que muestra los recuentos por campo de vision (FOV) para cada sonda de anticuerpo en un
informador que se une, estira e inmoviliza (S17, S8, S22, S14, S23, S6, S13, S7, S18, S9, S10, S11, S12, S15, S16,
S19, S20 y S21). Unicamente se muestran los recuentos del informador con la sonda de anticuerpo que se une a la
superficie.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que el entendido comunmente por el experto en la técnica al que pertenece esta invencion.

La descripcion proporciona composiciones y métodos para la deteccion y cuantificacion de moléculas diana individuales
en muestras biomoleculares. En particular, la descripcidén proporciona sondas de proteina que son capaces de unirse a
moléculas diana individuales. La divulgacion también proporciona el uso de nanoinformadores. A través de los cédigos
marcadores de los nanoinformadores, la unién de las sondas de proteina a las moléculas diana da como resultado la
identificacion de las moléculas diana. También se proporcionan métodos para fabricar y usar tales sondas de proteina
y/o nanoinformadores. Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden usarse en una amplia
variedad de aplicaciones tales como diagndstico, prondstico, control de calidad y aplicaciones de cribado.

Ciertos aspectos de la descripcion se refieren a la deteccidon de multiples moléculas diana. La multiplexacion es la
medicién de mas de una molécula diana dentro de una muestra sin tener que dividir la muestra. Los métodos descritos
en la presente memoria proporcionan beneficios potenciales en las areas de multiplexacion, cuantificacion y
sensibilidad. Por ejemplo, en algunas realizaciones la molécula diana es una proteina. La medicion de las
concentraciones de proteinas es un desafio. Las proteinas son pegajosas y tienden a agregarse. Ademas, las proteinas
son inestables y tienden a desplegarse mas facilmente que el ARN o el ADN. Extremos en pH, temperaturas,
concentracion de soluto, y la presencia de desnaturalizantes son condiciones que pueden interrumpir la estabilidad de la
proteina y complicar la medicion. La descripcion proporciona métodos y composiciones para mediciones de proteinas
multiplexadas que son sensibles y confiables.

La multiplexacion dentro de una muestra de fluido es una ventaja clave de este enfoque. La multiplexacién dentro de
una muestra ahorra trabajo en forma significativa, reduce los requisitos de cantidad de muestra proporcional al nimero
de mediciones y mejora la precision mediante la eliminacion de errores compuestos por etapas separadas de
manipulacién de muestras y de medicion. En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento permiten
el agrupamiento de diferentes muestras durante el procesamiento para ser analizados de una vez. Esto ofrece ventajas
de rendimiento y puede acelerar el analisis de diferentes muestras, por ejemplo, hasta ocho veces.

En algunas realizaciones, la descripcion proporciona sondas de proteina para el andlisis de moléculas diana. En
algunas realizaciones, la descripcion proporciona una poblacion de sondas de proteina para su uso en un ensayo
multiplexado. Cada sonda de proteina en la poblacién es especifica para una molécula diana. La unién de las moléculas
diana a las sondas de proteina se detecta entonces usando nanoinformadores. Cada nanoinformador comprende un
cédigo de marcacioén unico que puede estar asociado a una molécula diana especifica.
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En algunas realizaciones, los nanoinformadores estan unidos, directa o indirectamente, a las sondas de proteina. A
continuacion, se asigna un codigo de marcacion unico del nanoinformador a una sonda de proteina especifica de modo
que cada cadigo de marcacion del nanoinformador pueda estar asociado a la molécula diana unida a la sonda de
proteina.

En ofras realizaciones, las sondas de proteina estan unidas, directa o indirectamente, a un oligo sefal. Cada sonda de
proteina esta unida a un oligo sefial Unico. Los nanoinformadores utilizados para el analisis del oligo sefial comprenden
una parte que es complementaria al oligo sefial. Se asigna un cédigo de marcacion unico de un nanoinformador a una
secuencia de oligo sefal especifico de modo que el cédigo de marcacion de cada nanoinformador puede estar asociado
a la molécula diana a través de la secuencia de oligo sefal.

Las moléculas diana pueden detectarse midiendo digitalmente las sefiales. Las tecnologias actuales utilizan sefiales
fluorescentes analdgicas para cuantificar la presencia de moléculas diana. La cuantificacion mediante fluorescencia
puede estar propensa a errores por una variedad de razones. Por ejemplo, los fluoréforos pueden ser fotobloqueados.
Puede haber cambios en los espectros en presencia de proteinas o debido al entorno local, por ejemplo, pH, sales.
Ademas, las fuentes de luz pueden variar en intensidad con el tiempo. Por ejemplo, las lamparas de arco, una fuente de
luz comunmente utilizada, demuestran un fendmeno llamado precesiéon de arco que puede causar niveles de
iluminacion significativamente diferentes con el tiempo. Las moléculas diana se detectan digitalmente. Aunque la
fluorescencia podria ser utilizada para leer el codigo de marcacion del nanoinformador, las sefiales son altas y la marca
luminosa esta presente o no, y, por lo tanto, la deteccion digital. La deteccion digital de moléculas diana conduce a una
cuantificacion mas precisa.

Sondas de proteina

Las sondas de proteina son moléculas o disposiciones que estan disefiadas para unirse con al menos una proteina
diana, al menos un sustituto de proteina diana, o ambos; y pueden, en condiciones apropiadas, formar un complejo
molecular que comprende la sonda de proteina y la proteina diana. Los términos "proteina”, "polipéptido”, "péptido" y
"secuencia de aminoacidos" se usan indistintamente en la presente memoria para referirse a polimeros de aminoacidos
de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos modificados, y puede
estar interrumpido por moléculas diferentes a aminoacidos o aminoacidos sintéticos. Los términos incluyen también un
polimero de aminoacidos que se ha modificado, por ejemplo, mediante formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion,
lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion, tal como conjugacion con un componente de
marcacion. Como se usa en la presente memoria, el término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y/o no
naturales o sintéticos, incluyendo, pero sin limitacion, glicina y los isdémeros 6pticos D o L y analogos de aminoacidos y
peptidomiméticos.

Los métodos de la presente invencion también incluyen sondas de proteina disefiadas para unirse a objetivos distintos
de las proteinas. Ejemplos de objetivos distintos de proteinas incluyen, pero no se limitan a, acidos nucleicos, lipidos,
carbohidratos, iones, moléculas pequefias, monémeros organicos y farmacos. Por conveniencia solamente, la mayoria
de las realizaciones descritas aqui se explican en el contexto de las sondas de proteina que se unen a una proteina
diana. Sin embargo, estas realizaciones también se pueden aplicar a otras moléculas diana.

Las sondas de proteina tipicamente son parte de al menos un conjunto de sondas, que comprende al menos una
primera sonda y al menos una segunda sonda. Sin embargo, en ciertas realizaciones, al menos un conjunto de sondas
puede comprender solamente primeras sondas o segundas sondas, pero no las primeras sondas o las segundas
sondas al mismo tiempo. Las sondas comprenden al menos una porcién de reaccidon que les permite unirse a, o
interactuar con al menos una proteina diana, al menos una parte de al menos una proteina diana, al menos un sustituto
de proteina diana, al menos parte de un sustituto de proteina diana, o combinaciones de los mismos; tipicamente en
una forma especifica de la secuencia, especifica de la confirmacién, o ambas; por ejemplo, pero sin limitarse a, unién de
antigeno-anticuerpo, union de aptamero-diana, y similares.

En ciertas realizaciones, las sondas de proteina comprenden una porcién de identidad o al menos parte de una porcion
de identidad, por ejemplo, un oligo sefal, un nanoinformador y/o oligo enlazador. En ciertas realizaciones, las sondas de
proteina comprenden una region de captura. En algunas realizaciones, la region de captura se usa para el aislamiento
de la sonda de proteina y/o inmovilizacion de la sonda de proteina en una superficie. La region de captura puede ser un
marcador de afinidad como se describe a continuacién, una perla, una lamina o una matriz.

En algunas realizaciones, la sonda de proteina es un anticuerpo. Como se usa en este documento, los términos
anticuerpo y anticuerpos se usan en un sentido amplio, para incluir no sélo moléculas de anticuerpo intactas, por
ejemplo, pero no limitadas a inmunoglobulina A, inmunoglobulina G e inmunoglobulina M, sino también cualquier
componente o componentes inmunorreactivos de una molécula de anticuerpo que se une inmunoespecificamente a al
menos un epitopo. Tales componentes inmunorreactivos incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab, fragmentos
Fab', fragmentos F(ab'),, fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scFv), minianticuerpos, diacuerpos, fragmentos
de anticuerpos entrecruzados, AffibodyMR, ciclotidos, moléculas y similares. Los productos inmunorreactivos derivados
usando técnicas de modificacién de anticuerpos o técnicas de modificacion de proteinas también estan expresamente
dentro del significado del término anticuerpos. Se pueden encontrar descripciones detalladas de la modificacién de
anticuerpos y/o proteinas, incluyendo protocolos relevantes, que pueden encontrarse, entre otros lugares, en J.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 627063 T3

Maynard y G. Georgiou, Ann. Rev. Biomed. Eng. 2: 339-76 (2000); Antibody Engineering, R. Kontermann y S. Dubel,
eds., Springer Lab Manual, Springer Verlag (2001); patente estadounidense N° 5.831.012; y S. Paul, Antibody
Engineering Protocols, Humana Press (1995).

El experto en la técnica se dara cuenta que el anticuerpo puede obtenerse a partir de una variedad de fuentes,
incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal, anticuerpo monoespecifico, anticuerpo
expresado de forma recombinante, anticuerpo humanizado, planticuerpos y similares; y se pueden obtener de una
variedad de especies animales, incluyendo conejo, ratén, cabra, rata, humano, caballo, bovino, cobaya, pollo, oveja,
burro, humano y similares. Una amplia variedad de anticuerpos esta disponible comercialmente y se pueden obtener
anticuerpos hechos a medida a partir de una serie de laboratorios por contrato. Las descripciones detalladas de
anticuerpos, incluyendo protocolos relevantes, pueden encontrarse, entre otros lugares, en Current Protocols in
Immunology, Coligan et al., Eds., John Wiley & Sons (1999, incluyendo las actualizaciones hasta agosto de 2003); The
Electronic Notebook; Basic Methods in Antibody Production and Characterization, G. Howard y D. Bethel, eds., CRC
Press (2000); J. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 3d Ed., Academic Press (1996); E. Harlow y D.
Lane, Using Antibodies, Cold Spring Harbor Lab Press (1999); P. Shepherd y C. Dean, Monoclonal Antibodies: A
Practical Approach, Oxford University Press (2000); A. Johnstone y M. Turner, Immunochemistry 1 and 2, Oxford
University Press (1997); C. Borrebaeck, Antibody Engineering, 22 ed., Oxford University Press (1995); A. Johnstone y R.
Thorpe, Immunochemistry in Practice, Blackwell Science, Ltd. (1996); H. Zola, Monoclonal Antibodies: Preparation and
Use of Monoclonal Antibodies and Engineered Antibody Derivatives (Basics: From Background to Bench), Springer
Verlag (2000); y S. Hockfield et al., Selected Methods for Antibody and Nucleic Acid Probes, Cold Spring Harbor Lab
Press (1993). Ademas, un gran numero de anticuerpos comercialmente disponibles, incluyendo marcados o no
marcados; anticuerpos policlonales, monoclonales y monoespecificos, asi como sus componentes inmunorreactivos;
proveedores de anticuerpos personalizados y similares se pueden encontrar en la World Wide Web, entre otros lugares,
en la pagina Antibody Search en biocompare.com, la pagina Antibody Resource en anticorposresource.com, y la pagina
Antibody Explorer en sigmaaldrich.com.

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en la presente memoria se unen a un acido nucleico, por ejemplo,
oligo sefial, oligo y/o nanoinformador enlazador. Se conocen en la técnica métodos para unir acidos nucleicos a
anticuerpos. Puede utilizarse cualquier método adecuado para unir acidos nucleicos a anticuerpos. Los anticuerpos
descritos en la presente invencion pueden unirse a un acido nucleico por los métodos descritos en Gullberg et al., PNAS
101 (22): paginas 228420 - 8424 (2004); y Boozer et al., Analytical Chemistry, 76 (23): paginas 6967 - 6972 (2004). Los
anticuerpos descritos en la presente invenciéon pueden unirse a un acido nucleico mediante unién aleatoria de amina. En
algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden unirse a un acido nucleico mediante
unién aleatoria de amina utilizando una relacién de 10 a 1 de acido nucleico respecto al anticuerpo. Los anticuerpos
descritos en la presente invencidon pueden unirse a un acido nucleico por los métodos descritos en Kozlov et al.,
Biopolymers 5: 73 (5): paginas 621 - 630 (2004). Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden unirse a un
acido nucleico mediante la quimica de la hidracina. Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden unirse a
un acido nucleico usando renacuajos como se describe en Nolan, Nature Methods 2, 11-12 (2005). Los anticuerpos
descritos en la presente memoria pueden unirse a un acido nucleico mediante cualquier método adecuado conocido en
la técnica para generar anticuerpos manipulados, incluyendo los descritos aqui.

En algunas realizaciones, la sonda de proteina es un aptamero. Los aptameros incluyen aptameros de acido nucleico
(es decir, moléculas de ADN de cadena sencilla o moléculas de ARN de cadena sencilla) y aptameros de péptidos. Los
aptameros se unen a moléculas diana de una manera altamente especifica, dependiente de la conformacion,
tipicamente con afinidad muy alta, aunque se pueden seleccionar, si se desea, aptameros con menor afinidad de unién.
Se ha demostrado que los aptameros distinguen entre objetivos basados en diferencias estructurales muy pequefas
tales como la presencia o ausencia de un grupo metilo o hidroxilo y ciertos aptameros pueden distinguir entre
enantiomeros D y L. Se han obtenido aptameros que se unen a objetivos moleculares pequefios, incluyendo farmacos,
iones metalicos, y colorantes organicos, péptidos, biotina y proteinas, incluyendo, pero sin limitarse a, estreptavidina,
VEGF y proteinas virales. Se ha demostrado que los aptameros retienen la actividad funcional después de la
biotinilaciéon, marcacion con fluoresceina y cuando se unen a superficies de vidrio y microesferas.

Los aptameros de acido nucleico, incluyendo los especuldomeros, se identifican mediante un proceso de seleccion in
vitro conocido como evolucion sistematica de ligandos mediante amplificacion exponencial (SELEX). En el proceso
SELEX, se criban sistematicamente grandes bibliotecas combinatorias de oligonucleédtidos, por ejemplo 10' a 10
secuencias individuales, a menudo tan grandes como 60-100 nucleétidos de longitud, mediante un proceso iterativo de
seleccion y amplificacion in vitro. La mayoria de los objetivos son enriquecidos por afinidad en 8-15 ciclos y el proceso
ha sido automatizado permitiendo un aislamiento de aptameros mas rapido. Los aptameros de péptidos se identifican
tipicamente mediante diversas técnicas diferentes de modificacion de proteinas conocidas en la técnica, incluyendo,
pero sin limitarse a, despliegue en fagos, despliegue en ribosomas, despliegue en ARNm, tecnologia de fagos
selectivamente infectados (SIP) y similares. El experto en la técnica comprendera que se pueden obtener aptameros de
acido nucleico y aptameros de péptidos de acuerdo con procedimientos convencionales y sin experimentacion excesiva.
Se pueden encontrar descripciones detalladas de aptameros, incluyendo protocolos relevantes, entre otros lugares, en
L. Gold, J. Biol. Chem., 270 (23): 13581 - 84 (1995); S. Jayasena, Clin. Chem., 45: 1628 - 50 (1999); V. Sieber et al., Nat
Biotechnol. 16 (10): 955 - 60 (1998); D. Wilson y J. Szostak, Ann. Rev. Biochem. 68: 611 - 47 (1999); L. Jermutus et al.,
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Eur. Biophys. J., 31: 179 - 84 (2002); S S. Spada et al., Biol. Chem., 378: 445 - 56 (1997); B. Wlotzka et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 99: 8898 - 8902 (2002).

En algunas realizaciones, el aptamero se ligara o hibridara con un oligo sefial, un oligo enlazador y/o un
nanoinformador. En algunas realizaciones, la ligacion del aptamero a un nanoinformador se realiza antes de la
hibridacion de segmentos con marcadores a los nanoinformadores. La hibridacion o ligacion de aptameros se puede
realizar por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, la ligacion puede ser llevada a cabo
enzimaticamente mediante al menos una ADN ligasa o al menos una ARN ligasa, por ejemplo, pero no limitada a, ADN
ligasa T4, ARN ligasa T4, ligasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN ligasa de Thermus aquaticus (Taq) o ligasa de
Pyrococcus furiosus (Pfu). La ligacion también puede realizarse mediante ligacién quimica, utilizando agentes
activadores y reductores tales como carbodiimida, bromuro de cianégeno (BrCN), imidazol, 1-metilimidazol/
carbodiimida/cistamina, N-cianoimidazol, ditiotreitol (DTT) y luz ultravioleta.

En algunas realizaciones, la sonda de proteina es un peptoide. Los peptoides son secuencias cortas de péptidos
sintéticos de glicinas sustituidas en N que unen proteinas. En algunas realizaciones, los peptoides de tamafio pequefio
mejoran la difusion y la cinética de los métodos descritos en la presente memoria. Cualquier método adecuado conocido
en la técnica para generar peptoides esta comprendido en los métodos descritos en la presente memoria. Véase Simon
et al., PNAS 15; 89 (20): 9367 - 9371 (1992).

Proteinas objetivo

Las proteinas diana son la proteina detectada o medida por uniéon de una sonda de proteina cuya region o regiones
especificas del objetivo la reconocen. Sin embargo, la descripcion incluye la deteccion de otros objetivos mas alla de
proteinas tales como acido nucleico, un lipido, un carbohidrato, una molécula pequefia, un monémero organico o un
farmaco. Los acidos nucleicos que pueden analizarse mediante los métodos de la presente invencion incluyen: ADN de
doble cadena, ADN de cadena sencilla, horquillas de ADN de cadena sencilla, hibridos de ADN/ARN, ARN (por ejemplo,
ARNm o miARN) y horquillas de ARN. Por conveniencia solamente, los métodos descritos aqui se explican
principalmente en el contexto del analisis de proteinas. Sin embargo, las realizaciones descritas en la presente memoria
también pueden usarse para detectar objetivos no proteinicos.

Una proteina diana puede ser parte de una muestra biomolecular que contiene otros componentes o puede ser el
componente unico o principal de la muestra. Una proteina diana puede ser un componente de una célula o tejido entero,
un extracto de célula o tejido, un lisado fraccionado del mismo o una molécula sustancialmente purificada. La proteina
diana se puede unir en solucidon o en fase solida, incluyendo, por ejemplo, a una superficie sélida tal como un chip,
microarreglo o perla. También la molécula diana puede tener una estructura o secuencia conocida o desconocida.

Las composiciones, métodos y kits descritos en la presente memoria también pueden usarse en una amplia variedad de
aplicaciones para determinar la presencia de proteinas diana en una muestra. Por ejemplo, pero sin limitacion, las
composiciones, métodos y kits son Utiles para, estudios farmacocinéticos, incluyendo pero sin limitarse a, metabolismo
de farmacos, perfilado de ADME vy estudios de toxicidad; validacion de objetivos para el descubrimiento de farmacos;
perfiles de expresidon de proteinas; analisis protedmico; estudios metabolémicos; estudios de maodificacion
postraduccion, incluyendo, pero sin limitarse a, glicosilacion, fosforilacion, acetilacion y modificacion de aminoacidos,
tales como modificacion de glutamato para formar glutamato de carboxi gamma e hidroxilacién de prolina para formar
hidroxilacién; andlisis de niveles especificos de anticuerpos séricos 0 mucosos; evaluacién de indicadores de
diagndstico de acidos no nucleicos; deteccion de antigenos foraneos; y similares.

En cierta realizacion, al menos una primera sonda de proteina, al menos una segunda sonda de proteina, o bien la
primera sonda de proteina y la segunda sonda de proteina de al menos un conjunto sondas comprenden al menos un
anticuerpo, aptamero o peptoide que reacciona especificamente con al menos una proteina diana o al menos un
sustituto de proteina diana. En ciertas realizaciones, al menos una primera sonda de proteina, al menos una segunda
sonda de proteina o la primera sonda de proteina y la segunda sonda de proteina de al menos un conjunto de sondas
comprenden proteinas de uniéon que interaccionan especificamente con al menos una proteina diana o al menos un
sustituto de proteinas objetivo.

El experto en la técnica entiende que, con las sondas de anticuerpo, la porcion reactiva comprende tipicamente el sitio
de union al antigeno y los residuos relacionados de la molécula de anticuerpo; y las secuencias diana comprenden la
porcién del analito que incluye el epitopo, independientemente de si tales secuencias son lineales, conformacionales o
combinaciones de las mismas. El experto en la técnica apreciara que los complejos moleculares y al menos parte de los
complejos moleculares descritos en el presente documento pueden detectarse individualmente mientras estan atados o
unidos a un sustrato o en solucion, dependiendo, entre otras cosas, de la naturaleza del complejo molecular especifico
o componente escindible y la técnica SMD vy el aparato de deteccion empleados.

Las técnicas de aislamiento de proteinas también son bien conocidas en la técnica y kits que emplean al menos algunas
de estas técnicas estan disponibles comercialmente. Las técnicas de aislamiento proteinico emplean tipicamente uno o
mas de los siguientes: maceracion vy lisis celular, incluyendo métodos fisicos, quimicos y enzimaticos; centrifugacion;
separaciones por peso molecular, tales como cromatografia de exclusion por tamafio y electroforesis preparativa;
precipitacion selectiva, por ejemplo, procedimientos de retencidon salina y extraccion por adiciéon de sal; diversos
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métodos cromatograficos; y similares. Descripciones detalladas y protocolos relevantes para las técnicas de purificacion
de proteinas pueden encontrarse en, entre otros lugares, Marchak et al., Strategies for Purification and Characterization:
A Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor Press (1996); Essentials from Cells: A Laboratory Manual, D. Spector
y R. Goldman, eds., Cold Spring Harbor Press (2003); R. Simpson, Proteins and Proteomics: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press (2003); y D. Liebler, Introduction to Proteomics, Humana Press (2002). También se pueden usar
kits comercialmente disponibles, por ejemplo, pero sin limitarse a, ProteoExtractVR. Kits parciales de extraccion de
proteémica (P-PEK) y ProteoExtractMR. Los kits de extraccion de proteoma completo (C-PEK), disponibles de
CALBIOCHEM®, La Jolla, California. El experto en la técnica apreciara que los analitos de acido no nucleico para uso
con las composiciones, métodos y kits de la invencion pueden obtenerse facilmente sin experimentacion indebida
usando tales técnicas de purificacion y kits comerciales.

Métodos

La presente invencion, segun se describe en las reivindicaciones adjuntas, proporciona métodos para la deteccién y
cuantificacion de proteinas diana individuales en muestras biomoleculares. En particular, los métodos utilizan sondas de
proteina que son capaces de unirse a proteinas diana individuales. Los métodos también utilizan nanoinformadores. A
través de los codigos de marcadores de los nanoinformadores, la unién de las sondas de proteina a las proteinas
objetivo da como resultado la identificacion de las proteinas diana. También se proporcionan métodos para fabricar y
usar tales sondas de proteina y/o nanoinformadores.

En particular, se proporcionan métodos para la deteccién y/o cuantificacion de una proteina diana mediante la unién de
una sonda de proteina a una proteina diana. Una sonda de proteinas comprende al menos una porcién de reacciéon que
permite que la sonda se una a, o interactle con la proteina diana o un sustituto de proteina diana o combinaciones de
los mismos; tipicamente en una secuencia especifica, una confirmacion de manera especifica, o ambos; por ejemplo,
pero sin limitarse a, unién de antigeno-anticuerpo, unién de aptamero-diana, y similares.

Las sondas de proteina tipicamente son parte de al menos un conjunto de sondas, que comprende al menos una
primera sonda y al menos una segunda sonda. Por lo tanto, se proporcionan métodos para la deteccion y/o
cuantificacion de una proteina diana uniendo un conjunto de sondas de proteina a una proteina diana, donde el conjunto
de sondas de proteina comprende una primera sonda de proteina y una segunda sonda de proteina. La primera sonda
de proteina y la segunda sonda de proteina comprenden al menos una porcion de reaccién que permite que las sondas
se unan o interactien con diferentes regiones de la proteina diana o un sustituto de proteina diana o combinaciones de
los mismos, por ejemplo, de una manera especifica de secuencia, confirmacion especifica, o0 ambos.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en la presente memoria descriptiva comprenden ademas sondas de
proteina que contienen una porcion de identidad o al menos parte de una porcion de identidad, por ejemplo, un oligo
sefial, un nanoinformador y/o oligo enlazador. La porcion de identidad permite la identificacion de la presencia o
ausencia de la sonda o sondas de proteina unidas a la proteina diana en la etapa de deteccion de los métodos descritos
en la presente memoria. Por lo tanto, en algunas realizaciones se proporcionan métodos para la deteccion y/o
cuantificaciéon de una proteina diana uniendo la sonda de proteina o conjunto de sondas de proteina a una proteina
diana, donde la sonda de proteina o al menos una de las sondas de proteina en el conjunto de sonda contiene una
porcion de identidad (por ejemplo, un oligo sefial, un nanoinformador y/o un oligo enlazador).

En algunas realizaciones, la porcion de identidad es un oligo sefial. Un oligo sefial comprende una secuencia
polinuclectidica. Cada sonda de proteina o conjunto de sondas de proteina tendra un oligo sefial especifico y/o Unico en
un ensayo, de manera que el oligo sefial pueda estar asociado con la proteina diana. En ciertas realizaciones, el oligo
sefial comprende aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 40, 50, 60, 70 o mas bases nucleotidicas. En una realizaciéon, el oligo sefial comprende entre 40 y 120
bases, o entre 80 y 100 bases. En algunas realizaciones, el oligo sefial es biotinilado y usado con una sonda de captura
y un nanoinformador como se describe a continuacion. El oligo sefial puede unirse directa o indirectamente a la sonda
de proteina. Los métodos para unir acido nucleico a sondas de proteina son conocidos en la técnica, incluyendo los
descritos en la presente memoria. Los oligos sefial pueden ser secuencias de acido nucleico sintéticas disefiadas o una
secuencia natural derivada de una fuente natural tal como una secuencia de genoma viral, bacteriéfagos o genomas de
animales.

En algunas realizaciones, el oligo sefial se une indirectamente a una sonda de proteina a través de hibridacion con un
oligo enlazador unido a la sonda de proteina. Un oligo enlazador comprende una secuencia polinucleotidica. En las
realizaciones en las que se utiliza un oligo enlazador, cada uno de los oligos enlazadores sera especifico y/o Unico para
una sonda de proteina o conjunto de sondas de proteina en un ensayo de tal manera que la oligo sefial complementario
pueda estar asociado a la proteina diana. El oligo sefial comprende una porcion que es complementaria al oligo
enlazador unido a la sonda de proteina. En algunas realizaciones, la porcion complementaria del oligo sefial es 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70 o mas bases
nucleotidicas. En algunas realizaciones, la porcion complementaria del oligo sefal esta en el intervalo de 10-25 bases.
En algunas realizaciones, la porcion complementaria del oligo sefial esta en el intervalo de 15-20 bases. En algunas
realizaciones, la parte complementaria del oligo sefial es de 40 bases. En algunas realizaciones, la parte
complementaria del oligo sefial es de 30 bases. En algunas realizaciones, la porcién complementaria del oligo sefial es
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de 20 bases. El oligo enlazador puede ser una secuencia de acido nucleico sintética disefiada o una secuencia natural
derivada de una fuente natural tal como una secuencia de genoma viral, bacteriéfagos o genomas de animales.

La figura 1 muestra una representacion esquematica de una realizacion en la que se utiliza un oligo sefal para la
deteccion de la proteina diana. La realizacion representada en la Figura 1 se configura para separar la uniéon de la
proteina diana de la hibridacién de los nanoinformadores. La Figura 1 en la etapa 1) muestra una primera sonda de
proteina que comprende un oligo sefial unido a la sonda a través de hibridacion con un oligo enlazador; y una segunda
proteina unida a un marcador de afinidad. En la realizacion representada en la Figura 1, las sondas de proteina son
anticuerpos y el marcador de afinidad es biotina. Sin embargo, la realizacién representada en esta figura puede utilizar
cualquiera de las sondas de proteina y los marcadores de afinidad descritos en la presente memoria. Tanto la primera
como la segunda sondas de proteina comprenden una region especifica diana capaz de unirse a una o mas porciones
de una diana. En la etapa 2) y 3), la proteina diana se mezcla con la primera y segunda sondas de proteina. En la etapa
4), se purifica el complejo de las sondas de proteina y proteina diana. En el ejemplo representado en la Figura 1, el
complejo de las sondas de proteina y proteina diana se purifica utilizando perlas magnéticas acopladas a estreptavidina,
tales como Dynabeads® (Invitrogen). Sin embargo, en esta o en cualquier otra realizacion descrita aqui, el complejo de
la proteina diana y la sonda o sondas de proteina pueden purificarse por cualquier método adecuado conocido en la
técnica tal como cromatografia, incluyendo pero sin limitarse a HPLC, FPLC, cromatografia de exclusiéon por tamafio
(filtracién en gel), cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de interaccion
hidrofébica, cromatografia de inmunoafinidad y cromatografia de fase inversa; unién ligando-receptor, tal como biotina-
avidina, proteina de unién a maltosa-maltosa (MBP), péptido de union calcio-calcio; uniéon aptamero-diana; hibridacion
cédigo postal; y similares.

En la etapa 5) de la Figura 1, el oligo sefal se eluye del complejo de la proteina diana y de las sondas de proteina y se
analiza usando nanoinformadores como se describe a continuacion. Los métodos para eluir los oligos sefial son
conocidos en la técnica incluyendo los representados en la Figura 1 y descritos en la presente memoria. En algunas
realizaciones, los métodos representados en la Figura 1 se usan para detectar y/o cuantificar una pluralidad de
proteinas diana. Cada proteina diana se detectara mediante un conjunto de sondas que comprende una primera sonda
y una segunda sonda como se describe en la Figura 1. Cada conjunto de sondas tendra un oligo sefial especifico y/o
Unico que puede estar asociado a la proteina diana de cada conjunto de sondas.

En algunas realizaciones, las sondas de proteina comprenden una regiéon de captura. En algunas realizaciones, la
region de captura se usa para el aislamiento de la sonda de proteina y/o inmovilizacién de la sonda de proteina en una
superficie. La region de captura puede ser un marcador de afinidad como se describe a continuacién o una superficie
sélida tal como una perla, una lamina o una matriz.

La Figura 6 muestra una representacion esquematica de una de las realizaciones de la invencion. En esta realizacion,
una sonda de proteina se une a una region de captura, por ejemplo, una perla magnética. La Figura 6 representa el uso
de un anticuerpo. Sin embargo, la realizacién representada en esta figura puede utilizar cualquiera de las sondas de
proteina y regiones de captura descritas en la presente memoria. Las sondas de proteina (por ejemplo, anticuerpos) se
pueden unir a una region de captura mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica incluyendo los
métodos descritos en la presente memoria. La proteina diana se mezcla con la sonda de proteina que contiene la region
de captura. El complejo de la proteina diana y de la sonda de proteina se pone entonces en contacto con una segunda
sonda de proteina unida a un oligo sefial a través de un oligo enlazador. El complejo de la proteina diana y las sondas
de proteina se purifican. En este ejemplo, el complejo de proteina diana y anticuerpo se purifica usando la perla
magnética en el anticuerpo de captura. Sin embargo, en esta o cualquier otra realizacion descrita aqui, el complejo de la
proteina diana y las sondas de proteina pueden purificarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica, tal
como los métodos descritos anteriormente. Si la region de captura es una lamina o una matriz, el complejo de la
proteina diana y las sondas de proteina se pueden purificar lavando el exceso de sondas de muestra y proteina no
unidas. El complejo aislado de sondas de proteina/proteinas diana se lava entonces y se eluye el oligo sefal. El oligo
sefial se analiza utilizando nanoinformadores como se describe a continuacion. Los métodos para eluir los oligos sefial
son conocidos en la técnica incluyendo los métodos descritos en la presente memoria. En esta realizacion, las proteinas
y los nanoinformadores estan en gran parte separados, lo que elimina las preocupaciones sobre la adherencia de las
proteinas. En algunas realizaciones, los métodos representados en la Figura 6 se usan para detectar y/o cuantificar una
pluralidad de proteinas diana. Cada proteina diana se detectara mediante un conjunto de sondas que comprende una
primera sonda y una segunda sonda, como se describe en la Figura 6. Cada conjunto de sondas tendra un oligo sefal
especifico y/o Unico que puede estar asociado a la proteina diana de cada conjunto de sondas.

En algunas realizaciones, el oligo sefial se une a un marcador de afinidad. El marcador de afinidad en el oligo sefal
puede usarse para aislar y/o inmovilizar el oligo sefial. En cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria
utilizando un oligo sefial, el oligo sefial puede unirse a un marcador de afinidad.

La Figura 7 muestra una representacion esquematica de una de las realizaciones de la descripcion. Esta realizacion se
puede usar con cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria. El diagrama en la Figura 7 muestra
anticuerpos como sondas de proteina, sin embargo, este ejemplo se puede utilizar con cualquiera de las sondas de
proteina descritas en la presente memoria. La Figura 7 muestra un anticuerpo unido directa o indirectamente (por
ejemplo, mediante hibridacion a través de un oligo) a una regiéon de captura (por ejemplo, una perla magnética) y un
segundo anticuerpo unido a un oligo sefial biotinilado. Sin embargo, la realizaciéon representada en esta figura puede
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utilizar cualquiera de las regiones de captura y los marcadores de afinidad descritos en la presente memoria. La
proteina diana se mezcla con las sondas de proteina. El complejo de proteina diana y anticuerpos se purifica usando la
perla magnética en el anticuerpo de captura. Sin embargo, en esta o cualquier otra realizaciéon descrita aqui, el complejo
de la proteina diana y las sondas de proteina pueden purificarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica,
tal como los métodos descritos anteriormente. Si la region de captura es una lamina o una matriz, el complejo de la
proteina diana y las sondas de proteina se pueden purificar lavando el exceso de sondas de muestra y proteina no
unidas. El complejo de proteina/anticuerpo diana aislado se lava y el oligo sefial se eluye mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica incluyendo los descritos en la presente memoria. En la realizacion de la Figura 7, el
oligo sefal se purifica usando perlas acopladas a oligonucleotidos tales como Dynabeads®. Sin embargo, el oligo sefial
puede purificarse mediante cualquier método adecuado de acuerdo con el marcador de afinidad unido a él. El oligo
sefial se analiza utilizando nanoinformadores como se describe a continuacién. En algunas realizaciones, los métodos
representados en la Figura 7 se usan para detectar y/o cuantificar una pluralidad de proteinas diana. Cada proteina
diana se detectara mediante un conjunto de sondas que comprende una primera sonda y una segunda sonda, como se
describe en la Figura 7. Cada conjunto de sondas tendra un oligo sefial especifico y/o Unico que puede estar asociado a
la proteina diana de cada conjunto de sondas. Las realizaciones descritas en la Figura 7 proporcionan la ventaja de que
solo requiere dos purificaciones con perlas. Ademas, en esta realizacion, las proteinas y los nanoinformadores estan en
gran parte separados, lo que elimina las preocupaciones sobre la adherencia de las proteinas.

En algunas realizaciones, el oligo sefial se genera ligando dos oligos que estan en estrecha proximidad, por ejemplo,
ligacion de proximidad. Un diagrama de ligacion de proximidad se representa en la Figura 8. En la etapa 1) de la Figura
8, las sondas que contienen los oligos estan disefiadas para unirse por pares a una proteina diana y formar un oligo
sefial por ligacion cuando las sondas se colocan préximas entre si. La Figura 8 muestra una realizacion que utiliza
anticuerpos como sondas de proteina. Sin embargo, el método descrito en la Figura 8 puede usarse con cualquiera de
las sondas de proteina descritas en la presente memoria. Las sondas que contienen los oligos pueden prepararse y
purificarse por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, los métodos descritos en Gullberg et al., PNAS
101 (22), paginas 8420-24 (2004). En la etapa 2) de la Figura 8, la proteina diana se mezcla a continuacion con las
sondas que contienen los oligos y los oligos puente.

Un oligo puente comprende una secuencia polinucleotidica. Los oligos unidos a sondas de proteina comprenden una
porcién que es complementaria al oligo puente. En algunas realizaciones, las porciones complementarias de los oligos
son 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70 o mas
bases nucleotidicas. En algunas realizaciones las porciones complementarias del oligo puente con cada uno de los
oligos unidos a la sonda de proteina son de 6 a 15 bases, con una longitud total de oligo puente de 12-30 bases. En
algunas realizaciones, las porciones complementarias de los oligos son de 40 bases. En algunas realizaciones, las
porciones complementarias de los oligos son de 30 bases. En algunas realizaciones, las porciones complementarias de
los oligos son de 20 bases.

En la etapa 4) de la Figura 8, se afiaden los componentes requeridos para la ligacion de la sonda. Los oligos en las
sondas de proteina pueden ligarse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. La ligacion comprende
cualquier proceso enzimatico o quimico en el que se forma un enlace internucleétido entre los extremos opuestos de las
secuencias de acido nucleico que se hibridan en forma adyacente al oligo puente. Ejemplo de enzimas que se pueden
utilizar para la ligacion incluyen, pero no se limitan a ADN ligasa, y ARN ligasa tales como ADN ligasa T4, ARN ligasa
T4, ligasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN ligasa de Thermus aquaticus (Taq) o ligasa de Pyrococcus furiosus
(Pfu). La ligacién quimica puede realizarse usando agentes activadores y reductores tales como carbodiimida, bromuro
de cianégeno (BrCN), imidazol, 1-metilimidazol/carbodiimida/cistamina, N-cianoimidazol, ditiotreitol (DTT) y luz
ultravioleta. Pueden usarse técnicas de ligacion tales como ligaciéon de llenado de huecos, incluyendo, sin limitacion,
OLA y LCR de llenado de huecos, ligacion de oligonucleétidos puente y ligacion de correccion. Las descripciones de
estas técnicas pueden encontrarse, entre otros lugares, en la patente estadounidense No. 5.185.243, las solicitudes de
patente europea EP 320308 y EP 439182, y publicaciones PCT Nos. WO 90/01069 y WO 01/57268.

En la etapa 5) de la Figura 8, después de la ligacion, el oligo sefal se libera a continuacion mediante reduccion de
disulfuro, escision de uracilo, digestion de restriccion, proteinasa K, o cualquier otro método adecuado conocido en la
técnica. Adicionalmente, el oligo sefial puede ser liberado por los métodos representados en la Figura 8B-8D. La Figura
8B muestra una realizacién en la que el oligo sefial tiene un marcador de afinidad tal como biotina o una secuencia. El
marcador de afinidad puede usarse para aislar y/o inmovilizar el oligo sefial como se describe en el presente
documento. La Figura 8C muestra una realizaciéon en la que el oligo puente tiene un marcador de afinidad tal como
biotina o una secuencia. El marcador de afinidad puede usarse para aislar y/o inmovilizar el oligo sefial como se
describe en el presente documento. Sdlo el oligo ligado tendra suficiente solapamiento para permanecer hibridado al
oligo sefial durante el proceso de aislamiento y/o inmovilizacién. La figura 8D muestra una realizacién en la que se
combinan las realizaciones de las figuras 8B y 8C. El oligo sefial se analiza utilizando nanoinformadores como se
describe a continuacién. En algunas realizaciones, los métodos representados en la Figura 8 se usan para detectar y/o
cuantificar una pluralidad de proteinas diana. Cada proteina diana se detectara mediante un conjunto de sondas que
comprende una primera sonda y una segunda sonda como se describe en la Figura 8. Cada conjunto de sondas tendra
un oligo sefal especifico y/o Unico que puede estar asociado a la proteina diana de cada conjunto de sondas. Las
realizaciones descritas en la Figura 8 tienen varios beneficios alrededor de la sensibilidad, minimizacion de la
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reactividad cruzada y multiplexacion. Las ligaciones de proximidad han mostrado una alta sensibilidad y tienen el efecto
de reducir el Kd aparente disminuyendo esencialmente la tasa de desconexion.

En algunas realizaciones que utilizan ligacion de proximidad, uno de los oligos esta unido a un nanoinformador. La
Figura 9 muestra un diagrama de una de tales realizaciones.

En la etapa 1) de la Figura 9, las sondas que contienen los oligos estan disefiadas para unirse por pares a las proteinas
diana. Uno de los oligos en una de las sondas de proteina esta unido a un nanoinformador. La Figura 9 muestra una
realizacién que utiliza anticuerpos como sondas de proteina. Sin embargo, el método descrito en la Figura 9 puede
usarse con cualquiera de las sondas de proteina descritas en la presente memoria. Las sondas que contienen los oligos
se pueden preparar y purificar como se ha descrito anteriormente. En la etapa 2) y 3) de la Figura 9, la proteina diana se
mezcla entonces con las sondas que contienen los oligos y los oligos puente. El oligo puente se une al oligo en una
primera sonda de proteina y una porcion del nanoinformador unido a la segunda sonda de proteina.

El oligo unido a la primera sonda de proteina y el nanoinformador comprenden una parte que es complementaria al oligo
puente. En algunas realizaciones la porcion complementaria es de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70 o mas bases nucleotidicas. En algunas realizaciones, la parte
complementaria es de 40 bases. En algunas realizaciones, la porcién complementaria es de 30 bases. En algunas
realizaciones, la porcién complementaria es de 20 bases. En algunas realizaciones, las porciones complementarias del
oligo puente con cada uno de los oligos unidos a la sonda de proteina y el nanoinformador son de 6 a 15 bases, con
una longitud total de oligo puente de 12-30 bases. En la etapa 4) de la Figura 9, se afiaden a continuacion los
componentes necesarios para la ligacion de la sonda. El oligo en la primera sonda de proteina y el nanoinformador
pueden ligarse mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica tal como se ha descrito anteriormente. En
la etapa 5) de la Figura 9, después de la ligacion, el oligo sefial puede liberarse opcionalmente mediante reduccion de
disulfuro, escision de uracilo, digestion de restriccion, proteinasa K, o cualquier otro método adecuado conocido en la
técnica.

Ademas, el oligo sefial puede ser liberado por los métodos representados en las figuras 8B-8D. Por ejemplo, usando el
enfoque descrito en la Figura 8C, se lleva a cabo una etapa de purificacion para separar los oligos ligados de los oligos
no ligados después de la liberacion del oligo sefial, por ejemplo, de un anticuerpo. Esta etapa de purificacion puede
realizarse utilizando perlas magnéticas o cualquier otro método conocido en la técnica para la separacion fisica de
proteinas. Es importante destacar que, si la cantidad de anticuerpo usada es mayor que la cantidad de informadores
usados, entonces el exceso resultante de oligos no ligados puede bloquear la hibridacién del informador con el oligo.
Como se describe en el Ejemplo 7, la etapa de purificacion incluye ademas una etapa de enjuague con una solucion
reguladora. La Figura 13 demuestra cémo varios componentes de un complejo informador de anticuerpos se purifican y
enjuagan en una variedad de condiciones del regulador. Un regulador de enjuague preferido es SSPE; sin embargo,
otros reguladores y todas las concentraciones que tienen capacidades similares para retener los recuentos de un
complejo informador o un componente de los mismos estan abarcados por estos métodos.

El oligo sefial se analiza usando nanoinformadores como se describe a continuacion. En algunas realizaciones, los
métodos representados en la Figura 9 se usan para detectar y/o cuantificar una pluralidad de proteinas diana. Cada
proteina diana se detectara mediante un conjunto de sondas que comprende una primera sonda y una segunda sonda,
como se describe en la Figura 9. Cada conjunto de sondas tendra un oligo sefial especifico y/o Unico que puede estar
asociado a la proteina diana de cada conjunto de sondas. Las realizaciones descritas en la Figura 9 aprovechan la
disminucioén en el Kde pérdida mediante ligacion de proximidad. Un Kde pérdida mas bajo significa un Kd mas bajo y la
capacidad de trabajar con concentraciones mas bajas de sonda de proteina. Esta disminucién en Kd hace que sea mas
facil trabajar en concentraciones requeridas para los informadores y, por lo tanto, contemplar enfoques de deteccion
directa para el analisis de multiplex y menores costos de reactivos. Estas realizaciones no necesitan una etapa para la
hibridacién con los informadores dentro del ensayo. Por lo tanto, estos ensayos seran mas rapidos y tendran un tiempo
mas corto para responder.

En algunas realizaciones, el oligo sefial se analiza/detecta usando un nanoinformador o nanoinformadores como se
describe en las secciones siguientes. En estas realizaciones, el nanoinformador o nanoinformadores comprenden una
porcidon que es complementaria al oligo sefial. En algunas realizaciones la porcién complementaria es de 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70 o mas bases nucleotidicas.
En algunas realizaciones, la parte complementaria es de 40 bases. En algunas realizaciones, la porcion complementaria
es de 30 bases. En algunas realizaciones, la porcion complementaria es de 20 bases. En algunas realizaciones, la
porcién complementaria es de 15-20 bases.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden ademas sondas de proteina
que contienen un nanoinformador. Por lo tanto, se proporcionan métodos para la detecciéon y/o cuantificacion de una
proteina diana uniendo una sonda de proteina o conjunto de sondas de proteina a una proteina diana, en la que la
sonda de proteina o al menos una de las sondas de proteina en el conjunto de sonda contiene un nanoinformador.

La Figura 4 muestra un diagrama esquematico de una de las realizaciones de la descripcion. En esta realizacion, un
nanoinformador esta unido a uno de los anticuerpos. Los métodos descritos en la Figura 4 pueden utilizarse usando
cualquiera de las sondas de proteina descritas en la presente memoria. En algunas realizaciones, el nanoinformador
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puede unirse directamente a la sonda de proteina. En otras realizaciones, el nanoinformador puede unirse a una sonda
de proteina mediante hibridacion a través de un oligo enlazador. De este modo, el nanoinformador comprende una parte
que es complementaria del oligo enlazador en la sonda de proteina. En algunas realizaciones la porcion
complementaria es de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40,
50, 60, 70 o mas bases nucleotidicas. En algunas realizaciones, el oligo enlazador es de 15-20 bases. En algunas
realizaciones, la parte complementaria es de 40 bases. En algunas realizaciones, la porcion complementaria es de 30
bases. En algunas realizaciones, la porcion complementaria es de 20 bases. En algunas realizaciones, la porcion
complementaria es de 15 bases.

La hibridacién del nanoinformador con el oligo enlazador puede producirse a diferentes temperaturas dependiendo de la
longitud de la porcién complementaria. En algunas realizaciones, el nanoinformador puede hibridarse con un oligo
enlazador unido a una sonda de proteina a una temperatura en el intervalo de 32°C a 40°C. En algunas realizaciones, el
nanoinformador puede hibridarse con un oligo enlazador unido a una sonda de proteina a una temperatura de 35°C. En
algunas realizaciones, el nanoinformador puede hibridarse con un oligo enlazador unido a una sonda de proteina a una
temperatura de 37°C. En algunas realizaciones, el nanoinformador puede hibridarse con un oligo enlazador unido a una
sonda de proteina a una temperatura de 45°C. En algunas realizaciones, el nanoinformador puede hibridarse con un
oligo enlazador unido a una sonda de proteina a una temperatura de 52-57°C. En algunas realizaciones, el
nanoinformador puede hibridarse con un oligo enlazador unido a una sonda de proteina a una temperatura de 15-20°C
por debajo de la temperatura de fusion (Tm) de las porciones complementarias del nanoinformador con el oligo
enlazador. Un experto en la técnica comprendera que la longitud de las porciones complementarias del nanoinformador
con el oligo enlazador y su temperatura de hibridacion dependeran del tipo de sonda de proteina utilizada. En algunas
realizaciones, la sonda de proteina es un anticuerpo y la longitud de las porciones complementarias del nanoinformador
con el oligo enlazador es de 15-20 bases, lo que produce una Tm de aproximadamente 57°C o 15-20°C por encima de
la temperatura ideal del anticuerpo de 37°C. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la sonda de proteina es un
anticuerpo, la longitud de las porciones complementarias del nanoinformador con el oligo enlazador es de 15-20 bases y
la temperatura de hibridacion es de 37°C.

La Figura 4 muestra que se forma un complejo de proteina diana y anticuerpos en el que uno de los anticuerpos esta
unido a biotina y el otro anticuerpo tiene un nanoinformador unido. Los métodos descritos en la Figura 4 pueden usar
cualquier marcador de afinidad descrito en este documento ademas de la biotina. La purificacion del complejo proteina
diana-anticuerpos puede realizarse por cualquier método adecuado conocido en la técnica incluyendo los descritos en la
presente memoria. La elucion del nanoinformador puede conseguirse por fusion de perlas G y F, mediante digestion o
cualquier otro método adecuado conocido en la técnica. En las realizaciones en las que el complejo de anticuerpos
proteicos contiene un marcador de afinidad, el complejo puede unirse a un cubreobjetos, por ejemplo, recubierto con
estreptavidina (Optichem®, Accelr8 Technology Corporation). El nanoinformador se analiza como se describe a
continuacién. En algunas realizaciones, los métodos representados en la Figura 4 se usan para detectar y/o cuantificar
una pluralidad de proteinas diana. Cada proteina diana se detectara mediante un conjunto de sondas que comprende
una primera sonda y una segunda sonda, tal como se describe en la Figura 4. Cada conjunto de sondas tendra un
nanoinformador especifico y/o Unico que puede estar asociado a la proteina diana de cada conjunto de sondas.

Sin tener la intencién de limitarse a ninguna teoria o realizaciones especificas, las realizaciones de las invenciones que
utilizan un oligo sefial presentan varias ventajas: (1) estas realizaciones separan las proteinas diana y las sondas de
proteina de los nanoinformadores. La separacién de las proteinas de los informadores elimina los posibles problemas
de solubilidad y adherencia asociados con el uso de nanoinformadores para medir las proteinas. La separacion de las
proteinas diana de los nanoinformadores evita los problemas de desajuste de Kd entre el ADN y las proteinas, permite
el uso de concentraciones ideales para obtener tanto la maxima sefial como el menor ruido, y permite el uso de
anticuerpos de Kd bajo si es necesario; (2) el enfoque de oligo sefial indirecto puede ejecutarse como un proceso
posterior al ensayo del nanoinformador descrito a continuacidon, aprovechando de este modo un ensayo de
nanoinformador optimizado; (3) se pueden usar conjuntos de sondas de proteina (por ejemplo, pares de anticuerpos) en
su configuracion normal si es necesario, por ejemplo, anticuerpo de captura en superficie (sobre una perla magnética,
por ejemplo) y anticuerpo de deteccion en solucion. Algunos anticuerpos funcionan mejor en esta configuracion; (4) con
estas realizaciones se minimizan los problemas asociados con las sondas de proteina que salen del objetivo (tasa de
Kpérdida), por ejemplo, los anticuerpos soélo tienen que permanecer unidos al objetivo durante la unién y purificacion
sobre las perlas. Esto permite el uso de una amplia gama de anticuerpos incluyendo anticuerpos con menor afinidad de
union; y (5) las proteinas se pueden leer en el mismo carril que los acidos nucleicos, por ejemplo, ARN o ADN. La
muestra se divide primero: parte se ejecuta a través de las realizaciones de deteccidon de proteinas descritas en la
presente memoria (las células lisadas con detergente se unen y purifican como se describe en el presente documento) y
parte se separa y se procesa como muestras de acido nucleico (las células se lisan con GITC). Las muestras son luego
recombinadas y analizadas usando nanoinformadores como se describe a continuacion, potencialmente en el mismo
carril. La medicion tanto de acidos nucleicos (por ejemplo, ARN) como de proteinas en el mismo carril minimizara las
diferencias de medicion, hara que los datos de expresion de proteina y acido nucleico sean mas comparables y
eliminara la necesidad de multiples métodos de medicién para obtener los datos requeridos.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en este documento proporcionan la medicién de acidos nucleicos, por
ejemplo, ARN o ADN, en combinacién con la medicién de proteinas.
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Cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento puede usarse en la deteccidon de multiples proteinas
diana. En algunas realizaciones, se proporcionan métodos que comprenden sondas de proteina para el analisis de
proteinas diana. En algunas realizaciones, se proporciona una poblacion de sondas de proteina para su uso en un
ensayo multiplexado. Cada sonda de proteina en la poblacion es especifica para una molécula diana. La union de las
proteinas diana a las sondas de proteina se detecta entonces usando nanoinformadores. Cada nanoinformador
comprende un cédigo de marcacion Unico que puede estar asociado a una molécula diana especifica como se describe
a continuacion.

En algunas realizaciones, la deteccion de los nanoinformadores como se describe a continuacion es de naturaleza
digital ya que se cuenta una molécula a la vez. Aunque se utiliza fluorescencia para leer el cédigo, las sefiales son altas
y el punto esta presente o no, por lo tanto, la deteccién digital. El uso de la deteccion digital en lugar de una sefal
fluorescente analdgica utilizada para cuantificar la sefial, conduce a una cuantificacion mas precisa. Por lo tanto, los
métodos descritos en este documento permiten multiplexar hasta niveles mas alla de lo que es posible actualmente,
para una cuantificacion mas precisa y, posiblemente, una mayor sensibilidad.

Nanoinformadores

Un nanoinformador que proporciona un cédigo de sefiales (el codigo de marcacion del nanoinformador) asociado con un
objetivo especifico. En algunas realizaciones, tras unirse el nanoinformador a un oligo sefial o un oligo de enlace
asociado con una sonda de proteina, el cédigo del nanoinformador identifica el oligo sefial o la sonda de proteina a la
que esta unido el nanoinformador. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los nanoinformadores comprenden dos
porciones principales: (i) una secuencia especifica para una sefal especifica del oligo o un oligo asociado con una
sonda de proteina; y (ii) un nanoinformador marcado. En algunas realizaciones, los nanoinformadores se unen
directamente a una sonda de proteina.

Los nanoinformadores son estructuras modulares. En algunas realizaciones, el nanoinformador comprende una
pluralidad de moléculas detectables diferentes. En algunas realizaciones, un nanoinformador marcado es una fraccion
molecular que contiene ciertos elementos basicos: (i) una pluralidad de regiones de unién de marcadores unidas en
combinacion lineal, y (ii) secuencias complementarias de polinucleétidos unidas a las regiones de union del marcador de
la cadena principal. En algunas realizaciones, el nanoinformador marcado comprende 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
regiones unicas de union de marcadores unidas en una combinacion lineal, y secuencias complementarias de
polinucleétidos unidas a las regiones de union a marcadores de la cadena principal. En algunas realizaciones, el
nanoinformador marcado comprende 3 o mas regiones de fijacion de marcadores unidas en combinacion lineal, y
secuencias complementarias de polinucleotidos unidas a las regiones de unién de marcadores de la cadena principal. El
término regién de unién al marcador incluye una regioén de secuencia polinucleotidica definida dentro de una columna
principal dada que puede servir como un punto de unién individual para una molécula detectable.

La pluralidad de regiones de unién del marcador unidas en combinacion lineal, pueden comprender secuencias
disefiadas de forma Unica. Ademas, la pluralidad de regiones de uniéon a marcadores unidas en combinacion lineal en
los nanoinformadores puede comprender al menos una plantilla, por ejemplo, pero no limitada a, al menos una
secuencia de acido nucleico, tal como al menos parte de un genoma viral lineal o linealizable, tal como los genomas de
adenovirus, virus de la hepatitis, virus del herpes, rotavirus y similares, o bacteri6fagos tales como bacteriéfagos
lambda, M13, ¢X-174, de la serie T y similares, incluyendo derivados de los mismos que comprenden casetes de
clonacion, polienlazadores y similares; plasmidos, tales como plasmidos de la serie pBR322 y pUC, etc., incluyendo
derivados de los mismos que comprenden casetes de clonacion, polienlazadores, y similares; plantillas sintéticas;
plantillas que comprenden secuencias artificiales; y similares. El experto en la técnica comprendera que practicamente
cualquier pieza de acido nucleico puede servir como plantilla para fabricar un nanoinformador siempre que sea lo
suficientemente grande para incluir al menos dos regiones de union de marcadores, o pueda combinarse con al menos
otra secuencia de acido nucleico de manera que la secuencia combinada sea lo suficientemente grande para incluir al
menos dos regiones de union del marcador.

En algunas realizaciones, el nanoinformador marcado comprende también una cadena principal que contiene una
region constante. La region constante puede estar directa o indirectamente unida al nanoinformador. Por lo tanto, la
region constante puede unirse covalentemente a un nanoinformador o la region constante puede unirse al
nanoinformador mas adelante en el ensayo. El término region constante incluye secuencias repetidas en tandem de
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 25 nucleétidos. La region constante puede estar unida tanto a la region 5'
como a la regién 3' de un nanoinformador, y puede ser utilizada para la captura e inmovilizacion de un nanoinformador
para la formacion de imagenes o la deteccion, tal como mediante la unién a un sustrato solido de una secuencia que es
complementaria a la regién constante.

Los elementos de un nanoinformador pueden encontrarse en una sola fraccion molecular (un nanoinformador singular),
o dos fracciones moleculares distintas (un nanoinformador dual). Cada fraccién molecular puede estar compuesta de
una molécula o mas de una molécula unidas entre si por medios covalentes o no covalentes. En algunas realizaciones,
cada componente de un nanoinformador dual tiene una secuencia especifica del oligo sefial que se une a un sitio
diferente en la misma molécula de oligo sefal. Cuando se utiliza un sistema de nanoinformador dual, una de las sondas
nanoinformadoras puede no estar marcada. En algunas realizaciones, la sonda nanoinformadora no marcada puede
comprender una region de captura. En algunas realizaciones, la sonda nanoinformadora no marcada puede comprender
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una region especifica de oligo sefial y una cadena principal que puede ser de cadena sencilla. En algunas realizaciones,
la sonda nanoinformadora no marcada puede comprender una region especifica del oligo sefial y una cadena principal
que puede ser de doble cadena.

Las secuencias complementarias de polinucleétidos unidas a una cadena principal de nanoinformador sirven para unir
moléculas detectables, o mondémeros marcadores, a la cadena principal del nanoinformador. Las secuencias
complementarias de polinucleétidos pueden marcarse directamente, por ejemplo, mediante la incorporacion covalente
de una o mas moléculas detectables en la secuencia complementaria de polinucleétidos. Alternativamente, las
secuencias complementarias de polinucleétidos pueden marcarse indirectamente, tal como mediante la incorporacion
de biotina u otra molécula capaz de una interaccion especifica del ligando en la secuencia complementaria de
polinucledtidos. En tales casos, el ligando (por ejemplo, estreptavidina en el caso de incorporaciéon de biotina en la
secuencia complementaria de polinucleétidos) puede unirse covalentemente a la molécula detectable. Cuando las
moléculas detectables unidas a una regiéon de unidn al marcador no se incorporan directamente en la secuencia
complementaria de polinucledtidos, esta secuencia sirve como un puente entre la molécula detectable y la region de
union al marcador, y puede denominarse como una molécula puente, por ejemplo, un acido nucleico. Los
nanoinformadores se describen en la patente estadounidense No. 7.473.767; solicitudes de patente estadounidenses
Nos. 10/542.458; 12/324.357; 11/645.270 y 12/541.131.

El nanoinformador con base en acido nucleico, los complejos de oligo sefial-nanoinformador o los complejos de sonda
de nanoinformador-proteina descritos en el presente documento comprenden acidos nucleicos, que pueden purificarse
o inmovilizarse por afinidad utilizando un acido nucleico, tal como un oligonucleétido, que es complementario a la region
constante del nanoinformador. Como se ha indicado anteriormente, en algunas realizaciones los nanoinformadores
comprenden al menos una region constante, que puede servir como marcador de afinidad para purificacion y/o para
inmovilizacién (por ejemplo, a una superficie soélida). La region constante comprende tipicamente dos o mas regiones
repetidas en tandem de nucledtidos repetidos, tales como una serie de repeticiones de 15 bases. En tales ejemplos de
realizaciones, el nanoinformador, ya sea complejado con un oligo sefial, una molécula diana o de otro modo, puede
purificarse o inmovilizarse mediante un reactivo de afinidad recubierto con un oligonucleétido de 15 bases que es el
complemento inverso de la unidad de repeticion.

Los nanoinformadores, los complejos de nanoinformador-oligo sefial o los complejos de nanoinformador-sonda de
proteina se pueden purificar en dos o mas etapas de seleccion de afinidad. Por ejemplo, en las realizaciones en las que
el nanoinformador esta unido a una sonda de proteina, el nanoinformador puede comprender un marcador de afinidad.
En otras realizaciones, cuando se usan un oligo sefial y nanoinformadores dobles, una sonda de nanoinformador puede
comprender un primer marcador de afinidad y la otra sonda de nanoinformador puede comprender un segundo
marcador de afinidad (diferente). Las sondas nanoinformadoras se mezclan con los oligos sefial, y los complejos que
comprenden las dos sondas de los nanoinformadores duales se separan de materiales no unidos (por ejemplo, el oligo
sefial o las sondas individuales del nanoinformador) por purificacion por afinidad contra uno o ambos marcadores de
afinidad individuales. En la primera etapa, la mezcla puede unirse a un reactivo de afinidad para el primer marcador de
afinidad, de manera que solo se purifican sondas que comprenden el primer marcador de afinidad y los complejos
deseados. Los materiales unidos se liberan del primer reactivo de afinidad y opcionalmente se unen a un reactivo de
afinidad para el segundo marcador de afinidad, permitiendo la separacion de complejos de sondas nanoinformadoras
que comprenden el primer marcador de afinidad. En este punto sélo se unirian los complejos completos. Los complejos
se liberan finalmente del reactivo de afinidad para el segundo marcador de afinidad y luego se estira y se forman
imagenes preferiblemente. El reactivo de afinidad puede ser cualquier superficie sélida recubierta con un compafriero de
union para el marcador de afinidad, tal como una columna, perla (por ejemplo, latex o perla magnética) o una lamina
recubierta con el compafiero de union. Los nanoinformadores de inmovilizaciéon y estiramiento usando reactivos de
afinidad se describen completamente en la solicitud provisional estadounidense No. 60/753.816 de Sean M. Ferree y
Dwayne L. Dunaway, titulada "Compositions Comprising Oriented, Immobilized Macromolecules and Methods for Their
Preparation", presentada el 23 de diciembre de 2005, y la patente estadounidense No. 7.473.767; las solicitudes de
patente estadounidenses Nos. 10/542.458; 12/324.357; 11/645.270 y 12/541.131.

La secuencia de sefiales proporcionada por los monémeros del marcador asociados con las diversas regiones de union
del marcador de la cadena principal de un nanoinformador dado permite la identificacién Unica del nanoinformador. Por
ejemplo, cuando se usan marcadores fluorescentes, un nanoinformador que tiene una identidad Unica o una firma
espectral Unica esta asociado con una secuencia especifica de oligo sefial o una sonda de proteina que reconoce una
molécula diana especifica o una parte de la misma. La deteccion de la sefial nanoinformadora, tal como el cédigo
espectral de un nanoinformador marcado de forma fluorescente, asociado con el nanoinformador, permite detectar la
presencia de la molécula diana en la mezcla (analisis cualitativo). El recuento de todos los monémeros marcadores
asociados con un codigo o firma espectral dado permite el recuento de todas las moléculas de la mezcla asociadas con
la secuencia especifica del oligo o la sonda de proteina acoplada al nanoinformador (andlisis cuantitativo). En las
realizaciones en las que se usa un oligo sefial, los oligos sefial pueden estar correlacionados con la molécula diana a
través de la union de la molécula diana a la sonda de proteina asociada con el oligo sefial. Por lo tanto, los
nanoinformadores son Utiles para el diagndstico o prondstico de diferentes estados bioldgicos (por ejemplo, enfermedad
frente a estado sano) mediante analisis cuantitativo de marcadores biolégicos conocidos.

Ademas, la sensibilidad exquisita de deteccion y cuantificacion de una sola molécula proporcionada por los
nanoinformadores permite la identificacion de nuevos marcadores de diagnéstico y prondstico, incluidos aquellos cuyas
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fluctuaciones entre los diferentes estados bioldgicos son demasiado pequefias, detectan una correlaciéon con un estado
biolégico particular usando métodos moleculares tradicionales. La sensibilidad de la deteccion molecular basada en
nanoinformadores permite un analisis farmacocinético detallado de agentes terapéuticos y de diagndstico en pequefas
muestras biologicas.

Las sintesis de nanoinformadores se pueden realizar por cualquier método adecuado conocido en la técnica. Ejemplos
de sintesis de nanoinformadores se describen en la patente estadounidense No. 7.473.767; las solicitudes de patente
estadounidenses Nos. 10/542.458; 12/324.357; 11/645.270 y 12/541.131.

En una realizacion, se proporciona un nanoinformador que comprende ademas un marcador de afinidad unido a la
cadena principal de nanoinformador, de tal manera que la unién del marcador de afinidad a un soporte permite el
estiramiento y resolucion de la cadena principal de las sefales proporcionadas por mondémeros marcadores que
corresponden a diferentes regiones de unién de marcadores en la cadena principal. El estiramiento del nanoinformador
puede implicar cualquier medio de estiramiento conocido en la técnica incluyendo, pero no limitado a, medios que
implican medios fisicos, hidrodinamicos o eléctricos. El marcador de afinidad puede comprender una region constante.

La singularidad de cada sonda nanoinformadora en una poblacién de sondas permite el analisis multiplexado de una
pluralidad de moléculas diana. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cada sonda de nanoinformador puede contener
seis regiones de unién del marcador, en las que cada regién de unién del marcador de cada cadena principal es
diferente de las otras regiones de uniéon del marcador en esa misma cadena principal. Si las regiones de union del
marcador van a ser marcadas con uno de cuatro colores y hay 24 posibles secuencias Unicas para las regiones de
union del marcador y cada region de union del marcador tiene un color especifico, cada region de union del marcador
en cada estructura estara constituida por una de cuatro secuencias. Habra 4.096 nanoinformadores posibles en este
ejemplo. El nimero de nanoinformadores posibles puede aumentarse, por ejemplo, aumentando el nimero de colores,
aumentando el nimero de secuencias Unicas para las regiones de unién del marcador y/o aumentando el nimero de
regiones de unién del marcador por cadena principal. Del mismo modo, el nimero de nanoinformadores posibles puede
disminuirse disminuyendo el nimero de colores, disminuyendo el nimero de secuencias Unicas para las regiones de
union del marcador y/o disminuyendo el nimero de regiones de unidon del marcador por cadena principal.

En ciertas realizaciones, los métodos de deteccion se realizan en ensayos multiplex, con lo que se detecta una
pluralidad de moléculas diana en el mismo ensayo (una Unica mezcla de reaccion). En una realizacion preferida, el
ensayo es un ensayo de hibridacién en el que la pluralidad de moléculas diana se detecta simultaneamente. En ciertas
realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectadas en el mismo ensayo es, al menos 2, al menos 5 moléculas
diana diferentes, al menos 10 moléculas diana diferentes, al menos 20 moléculas diana diferentes, al menos 50
moléculas diana diferentes, al menos 75 moléculas diana diferentes, al menos 100 moléculas diana diferentes, al menos
200 moléculas diana diferentes, al menos 500 moléculas diana diferentes, o al menos 750 moléculas diana diferentes, o
al menos 1.000 moléculas diana diferentes. En otras realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectadas en el
mismo ensayo es de hasta 50 moléculas diana diferentes, hasta 100 moléculas diana diferentes, hasta 150 moléculas
diana diferentes, hasta 200 moléculas diana diferentes, hasta 300 moléculas diana diferentes, hasta 500 moléculas
diana diferentes, hasta 750 moléculas diana diferentes, hasta 1.000 moléculas diana diferentes, hasta 2.000 moléculas
diana, o hasta 5.000 moléculas diana. En otras realizaciones, la pluralidad de moléculas diana detectadas es cualquier
intervalo entre los nimeros anteriores de diferentes moléculas diana, tales como, pero sin limitarse a, de 20 a 50
moléculas diana diferentes, de 50 a 200 moléculas diana diferentes, de 100 a 1.000 moléculas diana diferentes, de 500
a 5.000 moléculas diana diferentes, y asi sucesivamente, etc.

Ademas de las capacidades analiticas cualitativas proporcionadas por los nanoinformadores y las técnicas analiticas
basadas en las mismas, los nanoinformadores son Unicamente adecuados para realizar analisis cuantitativos.
Proporcionando una unién uno a uno entre los nanoinformadores (ya sean nanoinformadores singulares o dobles) y sus
moléculas diana en una muestra biomolecular, se puede identificar y contar toda o una parte representativa de las
moléculas diana presentes en la muestra. Este conteo individual de las diversas especies moleculares proporciona un
método preciso y directo para determinar la concentracion absoluta o relativa de la molécula diana en la muestra
biomolecular. Ademas, la capacidad para dirigir cada molécula en una mezcla aprovecha individualmente los beneficios
de la miniaturizacion incluyendo alta sensibilidad, requerimientos minimos de cantidad de muestra, altas velocidades de
reaccion que son proporcionadas por la cinética de la fase de disolucién en un pequefio volumen y, en Ultima instancia,
costos muy bajos de reactivos.

Moléculas detectables o monémeros marcadores

Los nanoinformadores pueden marcarse con cualquiera de una variedad de monémeros marcadores, tales como un
radioisotopo, fluorocromo, colorante, enzima, nanoparticula, marcador quimioluminiscente, biotina u otro monémero
conocido en la técnica que pueda detectarse directamente (por ejemplo, por emision de luz) o indirectamente (por
ejemplo, por unién de un anticuerpo marcado en forma fluorescente). Generalmente, una o mas de las regiones de
union del marcador en el nanoinformador estd marcada con uno o mas monoémeros marcadores y las sefales
proporcionadas por los monémeros marcadores unidas a las regiones de uniéon del marcador de un nanoinformador
constituyen un cédigo detectable que identifica el objetivo al que se une la region especifica del objetivo del
nanoinformador. En ciertas realizaciones, la falta de una sefial dada de la regién de unién del marcador (por ejemplo, un
punto oscuro) también puede constituir parte del cédigo del nanoinformador.
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El ejemplo de monémeros marcadores que pueden usarse con los nanoinformadores descritos en la presente memoria
y los métodos para incorporar los monémeros marcadores en los nanoinformadores se describen en la patente
estadounidense No. 7.473.767; solicitudes de patente estadounidenses Nos. 10/542.458; 12/324.357; 11/645.270 y
12/541.131.

Marcadores de afinidad

Se puede usar una variedad de marcadores de afinidad conocidos en la técnica, por ejemplo, para purificar y/o
inmovilizar nanoinformadores. En algunas realizaciones, se une un ancla de biotina al nanoinformador, lo que permite la
inmovilizacién del nanoinformador en una lamina recubierta con estreptavidina.

En algunas realizaciones, un nanoinformador marcado contendra un marcador de afinidad en cada extremo, A1y A2. El
nanoinformador marcado puede inmovilizarse en una superficie a través de la unién de A1 a un compafiero de afinidad
inmovilizado. En ausencia de un compaifero de unién de afinidad para A2, el extremo A2 del nanoinformador
permanece en solucién, pero en presencia de un compafiero de union de afinidad (A2'), el extremo A2 del
nanoinformador también se inmoviliza. En algunas realizaciones, un nanoinformador marcado contendra un solo
marcador de afinidad, A1. Otro marcador de afinidad, A2, se puede unir al nanoinformador mediante unién directa del
nanoinformador a una molécula que contiene A2 (por ejemplo, si el nanoinformador es o comprende un acido nucleico,
puede hibridar directamente con otro acido nucleico al que esta unido A2). Alternativamente, cualquier marcador de
afinidad se puede unir al nanoinformador marcado a través de una molécula puente, tal como el acido nucleico puente.
En algunas realizaciones, tras la inmovilizacion de A1, el nanoinformador puede ser estirado, o "alargado”, por ejemplo,
por electroestiramiento, para la separacion de las regiones de unién del marcador de una manera que permita la
deteccion del cédigo nanoinformador. Opcionalmente, mientras que el nanoinformador esta en un estado alargado, se
introduce A2 y se une el extremo del nanoinformador que es complementario de A2 hasta la superficie.

En algunas realizaciones, un marcador de afinidad se une a una sonda de proteina, por ejemplo, para purificar y/o
inmovilizar la sonda de proteina.

Se puede usar un marcador de afinidad para unién a perlas u otras matrices para una variedad de aplicaciones utiles
incluyendo, pero sin limitarse a, purificacion.

Ejemplos de marcadores de afinidad y métodos de fabricacion y/o unién de los mismos a los nanoinformadores
descritos en la presente memoria se describen en la patente estadounidense No. 7.473.767; las solicitudes de patente
estadounidenses Nos. 10/542.458; 12/324.357; 11/645.270 y 12/541.131.

Muestras biomoleculares

La sonda de proteinas y los sistemas nanoinformadores pueden usarse para detectar proteinas diana en cualquier
muestra biomolecular. Como se apreciara por los expertos en la técnica, la muestra puede comprender cualquier
cantidad de cosas, incluyendo, pero sin limitarse a: muestras bioldgicas, tales como células (incluyendo células
primarias y lineas celulares cultivadas), lisados celulares o extractos, tejidos y extractos de tejidos; fluidos corporales
(incluyendo, pero sin limitarse a, sangre, orina, suero, linfa, bilis, liquido cefalorraquideo, fluidos intersticiales, humor
acuoso o vitreo, calostro, esputo, liquido amnidtico, saliva, secreciones anales y vaginales, transpiracion y semen, una
secrecion de sangre, sangre, orina, suero, linfa, bilis, liquido cefalorraquideo, un trasudado, un exudado (por ejemplo,
liquido obtenido de un absceso o cualquier otro sitio de infeccion o inflamacién) o liquido 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 virtualmente cualquier organismo, prefiriéndose muestras de mamiferos y siendo
particularmente preferidas las muestras humanas, muestras ambientales (incluyendo, pero no limitadas a muestras de
aire, agricolas, de agua y suelo), muestras de agentes de guerra bioldgica, muestras de investigacion incluyendo fluidos
extracelulares, sobrenadantes extracelulares de cultivos celulares, cuerpos de inclusiéon en bacterias, compartimentos
celulares, periplasma celular, compartimento mitocondrial, etc.

Las muestras biomoleculares pueden derivarse indirectamente de especimenes bioldgicos. Por ejemplo, cuando la
proteina diana de interés es una quinasa, la muestra biomolecular puede ser una muestra que contiene proteinas
aisladas de un lisado celular. En otro ejemplo, la muestra biomolecular se genera sometiendo una muestra bioldgica a
fraccionamiento, por ejemplo, fraccionamiento de tamario o fraccionamiento de membrana.

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

Las muestras biomoleculares también pueden incluir muestras ambientales, tales como aquellas que contienen
bacterias u otros organismos, tales como diatomeas, dinoflagelados, algas, entre otras, como en ciertas muestras
marinas o terrestres.

Detecciéon de nanoinformadores
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Los nanoinformadores se detectan por cualquier medio disponible en la técnica que sea capaz de detectar las sefiales
especificas en un nanoinformador dado. Cuando el nanoinformador estd marcado de forma fluorescente, puede
investigarse la consideracion adecuada de las fuentes de excitacion apropiadas. Las fuentes posibles pueden incluir,
pero no se limitan a, lampara de arco, lampara de xenén, laseres, diodos emisores de luz o alguna combinacion de los
mismos. La fuente de excitacion apropiada se utiliza conjuntamente con un sistema de deteccién 6ptica apropiado, por
ejemplo, un microscopio fluorescente invertido, un microscopio epifluorescente o un microscopio confocal.
Preferiblemente, se utiliza un microscopio que puede permitir la deteccién con suficiente resolucién espacial para
determinar la secuencia de las manchas en el nanoinformador. Por ejemplo, en una realizacion se puede obtener una
imagen de un nanoinformador dual hibridado con una molécula diana. Si, por ejemplo, los nanoinformadores estan
marcados con tres colores diferentes, Alexa 488, Cy3 y Alexa 647 (marcados 1, 2 y 3, respectivamente). Los colores 1,
2 y 3 se adquieren cada uno en diferentes canales y los primeros y segundos registros, que pueden ser vistos como
filas de puntos, son desplazados por varios pixeles para poder mostrar cada registro individualmente.

Ejemplos de métodos para la deteccion de nanoinformadores que pueden usarse en los métodos de la invencion y en la
descripcion se describen en la patente estadounidense No. 7.473.767 titulada " Methods for detection and quantification
of analytes in complex mixtures", la publicacidon de la patente estadounidense No. 2007/0166708 titulada "Methods for
detection and quantification of analytes in complex mixtures”, la solicitud de patente estadounidense No. 11/645.270
titulada "Compositions comprising oriented, immobilized macromolecules and methods for their preparation”, la solicitud
PCT No. US06/049274 titulada "Nanoreporters and methods of manufacturing and use thereof", y la solicitud provisional
de patente de patente estadounidense No. 60/088.988 titulada "Stable nanoreporter".

Aplicaciones para la deteccion de proteinas a través de la tecnologia de nanoinformadores

Las composiciones y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para el diagnostico, pronostico,
terapéutica, estratificacion del paciente, desarrollo de farmacos, seleccion del tratamiento y propdsitos de seleccion.
Ventajosamente, se pueden analizar muchas proteinas diana diferentes de una sola vez a partir de una Unica muestra
biomolecular usando los métodos de la invencién. Esto permite, por ejemplo, realizar varias pruebas de diagnostico en
una muestra.

La composicion y los métodos se pueden usar en proteémica. Los métodos descritos en la presente memoria
proporcionan tipicamente una respuesta rapida que es muy deseable para esta aplicacion. Los métodos y la
composicién descritos en el presente documento pueden usarse en el proceso de encontrar biomarcadores que pueden
usarse para diagnosticos o pronésticos y como indicadores de salud y enfermedad. Los métodos y la composicion
descritos en la presente memoria pueden usarse para cribar farmacos, por ejemplo, desarrollo de farmacos, seleccion
de tratamiento, determinacion de la eficacia del tratamiento y/o identificacion de objetivos para el desarrollo
farmacéutico. La capacidad de probar la expresion de la proteina en los ensayos de deteccién que implican farmacos es
muy importante porque las proteinas son el producto génico final en el cuerpo. En algunas realizaciones, los métodos y
composiciones descritos en el presente documento mediran tanto la proteina como la expresion génica
simultaneamente, lo que proporcionara la mayor informacién con respecto al examen particular que se esta realizando.

Los presentes métodos pueden aplicarse al analisis de muestras biomoleculares obtenidas o derivadas de un paciente
para determinar si esta presente un tipo de célula enferma en la muestra, la etapa de la enfermedad, el pronéstico para
el paciente, la capacidad del paciente para responder a un tratamiento particular, o el mejor tratamiento para el
paciente. Los presentes métodos también se pueden aplicar a biomarcadores identificados para una enfermedad
particular.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en la presente memoria se utilizan en el diagndstico de una afeccion.
Tal como se utiliza aqui, el término "diagnosticar" o "diagnoéstico” de una afeccion incluye predecir o diagnosticar la
afeccion, determinar la predisposicion a la afeccion, controlar el tratamiento de la enfermedad, diagnosticar una
respuesta terapéutica de la enfermedad y el prondstico de la afeccion, progresion de la afeccion, y la respuesta al
tratamiento particular de la afeccion. Por ejemplo, se puede analizar una muestra de sangre de acuerdo con cualquiera
de los métodos descritos en la presente memoria para determinar la presencia y/o cantidad de marcadores de una
enfermedad o tipo de células malignas en la muestra, diagnosticando o clasificando asi una enfermedad o un cancer.

En algunas realizaciones, los métodos y la composicion descritos en la presente memoria se utilizan para el diagnostico
y el prondstico de una afeccion.

Numerosas enfermedades y trastornos inmunoldgicos, proliferativos y malignos son especialmente susceptibles a los
métodos descritos en la presente memoria. Las enfermedades y trastornos inmunolégicos incluyen enfermedades y
trastornos alérgicos, trastornos de la funcién inmunitaria y enfermedades y afecciones autoinmunes. Las enfermedades
y trastornos alérgicos incluyen, pero no se limitan a, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica, asma alérgica, eccema
atopico, dermatitis atopica y alergia alimentaria. Las inmunodeficiencias incluyen, pero no se limitan a inmunodeficiencia
combinada severa (SCID), sindrome hipereosinofilico, enfermedad granulomatosa crénica, deficiencia de adhesion de
leucocitos | y Il, sindrome de hiper IgE, Chediak Higashi, neutrofilias, neutropenias, aplasias, Agammaglobulinemia,
sindromes hiper-IgM, sindromes DiGeorge/velocardiacofaciales y defectos de la via gamma-TH1 del interferon. Los
trastornos de la desregulacién autoinmunitaria e inmune incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, diabetes,
lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Graves, oftalmopatia de Graves, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple,
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psoriasis, esclerosis sistémica, bocio y struma linfomatosa (tiroiditis de Hashimoto, bocio linfadenosideo), alopecia aerata,
miocarditis autoinmune, liquen escleroso, uveitis autoinmune, enfermedad de Addison, gastritis atréfica, miastenia
grave, purpura trombocitopénica idiopatica, anemia hemolitica, cirrosis biliar primaria, granulomatosis de Wegener,
poliarteritis nodosa, enfermedad inflamatoria del intestino, rechazo de aloinjertos y destruccion de tejido alérgico de
reacciones a microorganismos infecciosos o a antigenos ambientales.

Las enfermedades y trastornos proliferativos que pueden evaluarse mediante los procedimientos descritos en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a, hemangiomatosis en recién nacidos; esclerosis multiple progresiva
secundaria; enfermedad mielodegenerativa progresiva crénica; neurofibromatosis; ganglioneuromatosis; formacion
queloide; enfermedad de Paget del hueso; enfermedad fibroquistica (por ejemplo, de la mama o del ttero); sarcoidosis;
Peyronie y fibrosis de Duputren, cirrosis, aterosclerosis y restenosis vascular.

Las enfermedades y trastornos malignos que pueden evaluarse mediante los procedimientos descritos en la presente
memoria incluyen tanto neoplasias hematolégicas como tumores sélidos.

Las neoplasias hematoldgicas son especialmente susceptibles a los métodos descritos en el presente documento
cuando la muestra es una muestra de sangre, debido a que tales neoplasias implican cambios en las células
sanguineas. Tales neoplasias incluyen linfoma no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, linfomas de células no B y otros
linfomas, leucemias agudas o cronicas, policitemias, trombocitemias, mieloma mudltiple, trastornos mielodisplasicos,
trastornos mieloproliferativos, mielofibrosis, linfoproliferaciones inmunes atipicas y trastornos de las células plasmaticas.

Los trastornos de las células de plasma que pueden evaluarse mediante los procedimientos descritos en la presente
memoria incluyen mieloma multiple, amiloidosis y macroglobulinemia de Waldenstrom.

Ejemplo de tumores solidos incluyen, pero no se limitan a, cancer de colon, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer
de prostata, tumores cerebrales, tumores del sistema nervioso central, tumores de vejiga, melanomas, cancer de
higado, osteosarcoma y otros canceres 6seos, carcinomas testicular y ovarico, tumores de cabeza y cuello, y
neoplasias cervicales.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para diagnosticar infecciones patégenas, por ejemplo,
infecciones por bacterias intracelulares y virus, determinando la presencia y/o cantidad de marcadores de bacterias o
virus, respectivamente, en la muestra.

Se puede detectar una amplia variedad de enfermedades infecciosas mediante el procedimiento descrito en la presente
memoria. Tipicamente, éstos son causados por los agentes infecciosos bacterianos, virales, parasitarios, y por hongos.
También se puede determinar la resistencia de varios agentes infecciosos a farmacos.

Los agentes infecciosos bacterianos que pueden detectarse incluyen Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Klebsiella,
Pseudomonas, Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium aviumintracellulare, Yersinia,
Francisella, Pasteurella, Brucella, Clostridia, Bordetella pertussis, Bacteroides, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia, estreptococos hemoliticos B, Corynebacteria, Legionella, Mycoplasma, Ureaplasma, Chlamydia, Neisseria
gonorrhea, Neisseria meningitides, Hemophilus influenza, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Helicobacter pylori, Treponema paladio, Borrelia burgdorferi, Borrelia recurrentis, Rickettsial pathogens, Nocardia y
Actinomicetos.

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

Los agentes infecciosos viricos que pueden detectarse incluyen virus de inmunodeficiencia humana, virus linfocitotréfico
de células T humanas, virus de hepatitis (por ejemplo, virus de hepatitis B y virus de la hepatitis C), virus Epstein-Barr,
citomegalovirus, virus del papiloma humano, orthomyxo virus, paramyxo virus, adenovirus, virus corona, virus rhabdo,
virus de la poliomielitis, virus toga, virus bunya, virus arena, virus de la rubéola y reo virus.

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

Los métodos descritos en la presente memoria también son Utiles para la deteccidén de resistencia a farmacos por
agentes infecciosos. Por ejemplo, se pueden identificar Enterococcus faecium resistente a la vancomicina,
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina, Mycobacterium
tuberculosis resistente a multiples farmacos y virus de la inmunodeficiencia humana resistente al AZT.

Por lo tanto, las moléculas diana detectadas usando las composiciones y métodos descritos en la presente memoria
pueden ser marcadores de pacientes (tales como un marcador de cancer) o marcadores de infeccion con un agente
foraneo, tales como marcadores bacterianos o viricos.
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Debido a la naturaleza cuantitativa de los nanoinformadores, las composiciones y los métodos descritos en la presente
memoria pueden usarse para cuantificar la proteina diana cuya abundancia es indicativa de un estado biolégico o
condicion de enfermedad, por ejemplo, marcadores sanguineos que son sobrerregulados o subregulados como
resultado de un estado de enfermedad.

En algunas realizaciones, los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden usarse para la
deteccion de citoquinas. La baja sensibilidad de los métodos descritos en este documento seria util para la deteccion
temprana de citoquinas, por ejemplo, como biomarcadores de una afeccion, diagndstico o prondstico de una
enfermedad tal como cancer, y la identificacion de afecciones subclinicas.

Kits

La descripcion proporciona ademas kits que comprenden uno o mas componentes. Los kits pueden comprender, por
ejemplo, uno o mas conjuntos de sondas de proteina y/o uno o mas nanoinformadores. Los kits pueden usarse para
cualquier propdsito evidente para los expertos en la técnica, incluyendo los descritos anteriormente.

En ciertas realizaciones, se proporcionan kits Utiles para la extensién e inmovilizacién selectiva de nanoinformadores.
Los kits pueden comprender un sustrato para inmovilizacion y uno o mas compaferos de unién para facilitar la
extension o inmovilizacion de un nanoinformador. Los compaferos de uniéon podrian, en ciertas realizaciones,
comprender una fraccién util para la extension del nanoinformador en una fuerza apropiada. En ciertas realizaciones, los
companferos de unién podrian facilitar la inmovilizacién o inmovilizacién selectiva del nanoinformador a la superficie. En
otras realizaciones, los kits podrian comprender un nanoinformador para extensién e inmovilizacién. En otras
realizaciones, los kits podrian comprender un dispositivo capaz de extender el nanoinformador.

Los kits pueden contener una poblacion de sondas de proteina y/o nanoinformadores como se describe en la presente
memoria.

Los kits pueden contener nanoinformadores previamente marcados, o nanoinformadores no marcados con uno o mas
componentes para marcar los nanoinformadores. Ademas, los nanoinformadores proporcionados en un kit pueden tener
0 no secuencias especificas para el objetivo previamente unidas. En una realizacién, las secuencias diana se
proporcionan en el kit no unido a la cadena principal del nanoinformador.

Los kits pueden comprender otros reactivos tales como oligos sefial, oligos enlazadores y oligos puente. En algunas
realizaciones, los kits pueden separar los pares de sondas de proteina en diferentes premezclas.

Los kits pueden incluir también otros reactivos, por ejemplo, reguladores para realizar reacciones de hibridacion,
enlazadores, endonucleasas de restriccion y ADN | ligasas.

Los kits también incluiran instrucciones para usar los componentes del kit, y/o para fabricar y/o usar los
nanoinformadores marcados.

Ejemplos
Ejemplo 1. Deteccion de proteinas usando mediciones indirectas - Ensayo tipo sandwich en solucion

Un diagrama del protocolo para este ejemplo se representa en la Figura 1. En este ejemplo se establece el ensayo para
separar la union del objetivo de proteina de la hibridacién de los informadores para eliminar problemas con la falta de
correspondencia entre la baja afinidad de unién de las sondas de proteina y la concentracion de trabajo de los
informadores.

Marcador del anticuerpo de deteccion con oligo y purificacion

Los oligo enlazadores se unieron al anticuerpo mediante unién aleatoria de amina usando una relacion de 10 a 1 de
oligos enlazadores a anticuerpos. En resumen, se acopld el entrelazador bifuncional 4-(p-maleimidofenil)butirato de
sulfosuccinimidilo (SMPB) (ThermoFisher, Inc., Waltham, MA) al anticuerpo anti-IL2 A, después se hizo reaccionar con
un oligo tiolado para entrelazador en una relacién anticuerpo:oligo de 1:3 a temperatura ambiente. El anticuerpo A
enlazado a SMPB se purificé haciendo pasar la mezcla a través de la columna Zeba 2X, 1000G, (ThermoFisher, Inc.,
Waltham, MA) y se determiné el rendimiento.

Para acoplar oligo al anticuerpo A de IL-2 enlazado a SMPB, se afiadié el oligo al anticuerpo purificado enlazado a
SMPB a 4°C.

El oligo enlazado al anticuerpo A de IL-2, se afiadieron el anticuerpo-SMPB-oligo y PBE al Dispositivo Centrifugo Pall
Nanosep® con Membrana Omega, (MWCO 100 kDa, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO), se lavd y se centrifugo.

Hibridacion del oligo sefial con el anticuerpo de deteccion
El oligo sefal se hibridé previamente con el oligo enlazado al anticuerpo A de IL-2 mediante la adicion del anticuerpo IL2

enlazado al oligo y oligo sefial en una relacién de 3:2, relacion oligo sefial:anticuerpo. Se contemplan otras relaciones.
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Formacion del complejo objetivo y anticuerpos

El anticuerpo A de IL-2 hibridado con oligo sefial se mezcld con anticuerpo B biotinilado (BAF202, R & D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN) a aproximadamente 1 x 10" a 1 x 10® M, y bloqueadores (esperma de salmoén), con espacio para
agregar solucion objetivo. La proteina diana IL-2 se afiadio a la dilucién deseada < 1 x 108 M). Los anticuerpos estaban
a una concentracion 10X sobre un Kd estimado de 10%'5 a 10%8 M. Se incub6 la mezcla.

El complejo de proteina diana y anticuerpos se purific6 usando Dynabeads® acoplado a estreptavidina (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo.

Elucion del oligo sefial

Se lavé el complejo de proteina/anticuerpo diana aislado y se eluy6 el oligo sefial a mas de 45°C usando SSPE 0,1X
durante 10 a 15 minutos. Los periodos mas cortos y mas largos se contemplan bajo el subtitulo Deteccion del oligo
sefial.

La deteccion del oligo sefial en cada muestra se llevo a cabo usando un sistema nanoinformador dual que tiene tanto
sondas de nanoinformador marcadas como sondas de nanoinformador no marcadas. Se hibridaron los oligos sefial de
cada muestra con las concentraciones finales de los reactivos de hibridacion como sigue: sonda informadora marcada
con sonda biotinilada no marcada, SSPE 5X (pH 7,5), reactivo de Denhardt 5X (Sigma), ADN de esperma de salmoén
cortado (Sigma) y detergente. Los reactivos se mezclaron y se incubaron en un bloque termociclador con una tapa
calentada durante 16 horas.

Purificacién posterior a la hibridacion

Para eliminar los informadores no hibridados, las reacciones se purificaron sobre perlas magnéticas (Invitrogen™R)
acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de repeticion 3' contenida en cada sonda biotinilada. Las
reacciones se diluyeron primero con SSPE en una mezcla de detergente al 0,1%/TE y se permitié6 que se unieran a
perlas a una temperatura mayor de 20°C con rotacion continua. Las perlas se lavaron tres veces en SSPE y detergente
y se hibridaron los complejos eluidos en SSPE 0,1X/0,1%/mezcla de detergente durante 15 minutos a 45°C. Después de
la elucién, las muestras se purificaron una segunda vez para retirar el exceso de sondas biotiniladas mediante unién a
perlas magnéticas acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de repeticion 5' contenida en cada
sonda informadora. Las eluciones de las perlas de repeticion anti-3' se llevaron hasta una concentracion final de SSPE
1X'y se unieron durante 15 minutos a 22,5°C con rotacion. Las perlas se lavaron como anteriormente y se eluyeron en
SSPE 0,1X /0,1%/mezcla de detergente a mas de 40°C. Se prepararon luego las muestras doblemente purificadas para
la captura como se describe a continuacion.

Captura, estiramiento y formacion de imagenes del informador NanoString

Se afiadi6 una solucion de una formulacion personalizada de microesferas fluorescentes Tetraspeck (Invitrogen™R) a
cada muestra. Las muestras se cargaron en un dispositivo fluidico NanoString procesado y se tomaron imagenes.

Resultados:

Los resultados se muestran en la Figura 2. Los resultados de este experimento mostraron que la IL-2 se detectd
mediante el ensayo descrito aqui (Figura 2). Este experimento mostrd una sensibilidad de aproximadamente 110" a
11079 M. La eficacia de la deteccion es la pendiente mostrada en la grafica de la Figura 3. La eficacia observada se
debio probablemente a la afinidad de unién del anticuerpo al que se habia unido el oligo sefial. Este anticuerpo parece
tener un Kd de aproximadamente 1,3 x 107. Se espera que la eficacia se pueda incrementar 100X reemplazando este
anticuerpo con un anticuerpo que tiene un Kd de aproximadamente 10°.

Se espera que, con mejoras en la eficiencia y modestas mejoras en el fondo, la sensibilidad debe alcanzar niveles de 1
x 1013 M, pero se pueden conseguir mejoras adicionales con la reduccién continua del fondo.

Esta tecnologia permite la multiplexacion a niveles mas alla de lo posible actualmente, tiene el potencial de permitir una
cuantificaciéon mas precisa y, posiblemente, una mayor sensibilidad, aunque sélo un desarrollo posterior demostrara ser
el ultimo punto.

Ejemplo 2. Deteccion de proteinas usando medicion directa - Solucion tripartita - Sonda de proteina unida al informador

Un diagrama del protocolo para este ejemplo se representa en la Figura 4. En este ejemplo, el nanoinformador esta
unido a uno de los anticuerpos. La preparacion de los anticuerpos y la union a la muestra sucede de forma similar al
protocolo descrito en el Ejemplo 1. En el ensayo descrito en la Figura 4 se forma un complejo de proteina diana y
anticuerpos en el que uno de los anticuerpos esta unido a biotina y el otro anticuerpo tiene un nanoinformador adjunto.

Este enfoque funcionaria mejor con anticuerpos de Kd de medio a bajo, es decir, una fuerte afinidad de union. Sin
pretender limitarse a ninguna teoria, la Kd (constante de disociacién) de un anticuerpo es generalmente mucho mayor
que las concentraciones de trabajo de los nanoinformadores. Para trabajar con anticuerpos unidos a nanoinformadores,
la Kd necesita ser diez veces mas baja que la concentracion de trabajo de los informadores para asegurar una unién >
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90% del objetivo a la sonda. La Figura 5 muestra un calculo del Kd ideal para las sondas necesarias en este ensayo. La
Figura 5 muestra la fraccion del objetivo unido frente a la Kd de la sonda de nanoinformador y la sonda de proteina. La
Figura 5 muestra que la Kd ideal para las sondas de proteina seria aproximadamente 1,0 x 10-'® a 1,0 x 10-'°. Esta Kd
permitiria concentraciones de informadores multiplexados por debajo del umbral de enmarafiamiento de informador de 1
x 107 M.

Unién del nanoinformador al anticuerpo

Una aproximacion es unir el anticuerpo al informador antes de la unién del anticuerpo a la proteina diana. Este enfoque
requiere unos anticuerpos de afinidad de union (Kd) muy fuerte para permitir concentraciones de informadores
multiplexados significativamente por debajo del umbral de enmarafiamiento del informador de 1 x 107 M.

Se afiade un oligo enlazador al anticuerpo como se describe en el Ejemplo 1. El nanoinformador esta unido al
anticuerpo por hibridacion con el oligo enlazador a temperaturas entre 37 y 45°C. La proporcién anticuerpo:informador
era de 1:1. El anticuerpo marcado y el informador se hibridaron a 0,05 nM, 37°C, SSPE 1X, durante la noche.

Un segundo enfoque directo consiste en unir primero los anticuerpos al objetivo en solucién y purificar el complejo como
se describe en el Ejemplo 1. Después de la purificacion, el nanoinformador se hibrida con el anticuerpo (después de la
union del objetivo) usando el protocolo descrito anteriormente. En este enfoque, se evitan problemas de falta de
correlacion entre hibridacion y unién a proteinas.

Para ambos enfoques, también se necesitan fuertes afinidades de unién para permanecer unidas durante las
purificaciones y durante la formacién de imagenes. Basicamente, la tasa Kde pérdida (disociacion de anticuerpos de la
proteina diana) debe ser mayor que el tiempo de purificacion y lectura del ensayo.

La purificacion del complejo de proteina diana-anticuerpos se puede realizar como se describe en el Ejemplo 1. La
elucién se puede lograr mediante la fusion de perlas G y F o mediante digestion. Sin embargo, un experto en la técnica
comprendera que la fusion del complejo podria requerir la optimizacion de las condiciones para permitir que los
anticuerpos permanezcan unidos pero los marcadores de afinidad se liberen.

El complejo de proteina-anticuerpo puede unirse a un cubreobjetos recubierto con estreptavidina (Optichem®, Accelr8
Technology Corporation), estirado e imagen como se describe en el Ejemplo 1. Se ensayd el estiramiento de un
informador hibridado con un anticuerpo para asegurarse de que la presencia del anticuerpo no provoque unién o
adherencia no especifica a la superficie que inhibe el proceso normal de unién, estiramiento y formaciéon de imagenes
(datos no mostrados).

Ejemplo 3. Deteccion de proteinas usando medicion indirecta - Ensayo tipo sandwich sobre una superficie

Un diagrama del protocolo para este Ejemplo se representa en la Figura 6. En este Ejemplo el anticuerpo de captura
esta unido a una superficie, por ejemplo, una perla magnética, y el segundo anticuerpo esta unido a un oligo sefial. Los
anticuerpos se pueden preparar por cualquier método conocido en la técnica incluyendo los métodos descritos en el
Ejemplo 1. En este ejemplo, las proteinas y los nanoinformadores estan en gran parte separados, lo que elimina las
preocupaciones sobre la adherencia de las proteinas. En este ensayo, las concentraciones de anticuerpos locales en la
superficie pueden ser altas.

Las proteinas diana se mezclan con el anticuerpo de captura en las perlas magnéticas (2 horas hasta una noche, PBS
1X, y temperatura ambiente). La muestra de proteina no unida se elimina por lavado. El complejo de oligo sefial
anticuerpo marcado se afiade a las perlas con bloqueadores (PBS 1X y temperatura ambiente). Después de un periodo
de unién, el exceso de complejo de oligo sefial anticuerpo marcado se elimina por lavado. El complejo de
proteina/anticuerpo diana aislado se lava entonces y el oligo sefial se eluye y se analiza como se describe en el Ejemplo
1.

Ejemplo 6. Deteccion de proteinas usando medicion indirecta - Oligos sefial biotinilados

Un diagrama del protocolo para este Ejemplo se representa en la Figura 7. En este Ejemplo el anticuerpo de captura se
une a una superficie, por ejemplo, una perla magnética, y el segundo anticuerpo esta en solucién o unido a un oligo
sefial biotinilado. Este ensayo proporciona las ventajas de que solo requiere dos purificaciones de perlas. Ademas, en
este ensayo, como en el Ejemplo 2, las proteinas y los nanoinformadores estan en gran parte separados, lo que elimina
las preocupaciones sobre la adherencia de las proteinas. Las proteinas diana se mezclan con el anticuerpo de captura,
el complejo de oligo sefial anticuerpo marcado y los bloqueadores como se describe en el Ejemplo 3. El complejo de
proteina diana y anticuerpos se purifica usando la perla magnética en el anticuerpo de captura como se describe en el
Ejemplo 3.

El complejo de proteina diana/anticuerpo aislado se lava entonces y el oligo sefial se eluye como se describe en el
Ejemplo 1. El oligo sefal puede entonces purificarse usando Dynabeads® acoplado a estreptavidina (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. El oligo sefial se analiza entonces como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 7. Deteccion de proteinas usando ligaciéon de proximidad - Medicion indirecta
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En la Figura 8 se representa un diagrama del protocolo para este Ejemplo. En este ensayo se ligan dos oligos
fisicamente cercanos. Las sondas que contienen los oligos estan disefiadas para unirse por parejas a las proteinas
diana y formar un oligo sefial por ligacién cuando las sondas se aproximan.

Este enfoque tiene varios beneficios en cuanto a sensibilidad, minimizacién de la reactividad cruzada y multiplexacion.
Las ligaciones de proximidad han mostrado una alta sensibilidad y tienen el efecto de reducir la Kd aparente
disminuyendo esencialmente la tasa de desconexion.

Las sondas que contienen los oligos se preparan y purifican como se describe en Gullberg et al., PNAS 101 (22),
paginas 8420-24 (2004). Las proteinas diana se mezclan entonces con las sondas que contienen los oligos y los oligos
puente incubando las muestras durante una hora. Los componentes requeridos para la ligacion de la sonda se afiaden
entonces como se describe en Gullberg et al. Después de cinco minutos de ligacion a temperatura ambiente, el oligo
sefial se libera a través de la reduccion de disulfuro, escision de uracilo, digestion de restriccion, proteinasa K, o
cualquier otro método adecuado conocido en la técnica. Ademas, el oligo sefial puede liberarse por los métodos
representados en la Figura 8B-8D

El oligo sefial se analiza como se describe en el Ejemplo 1.

Alternativamente, el ensayo puede realizarse como se representa en la Figura 9. En este enfoque, uno de los oligos se
une a un nanoinformador.

Este enfoque aprovecha la disminucion del Kde pérdida mediante ligacion de proximidad. Un Kde pérdida mas bajo
significa un Kd mas bajo y la capacidad de trabajar con concentraciones mas bajas de sonda de proteina. Esta
disminucién en Kd hace que sea mas facil trabajar en concentraciones requeridas para los informadores y, por lo tanto,
contemplar enfoques de deteccion directa para el analisis multiplex y menores costos de reactivos. Este enfoque no
necesita de una etapa para la hibridacion con los informadores dentro del ensayo como algunos de los otros métodos
propuestos aqui. Por lo tanto, sera mas rapido y tendra un tiempo mas corto para responder.

Utilizando el enfoque descrito en la Figura 8C, las condiciones de purificacion se optimizan para eliminar los oligos
ligados de los oligos no ligados después de la liberacion de los anticuerpos. Por ejemplo, esta etapa de purificacion
puede realizarse usando perlas magnéticas. Es importante destacar que, si la cantidad de anticuerpo usada es mayor
que la cantidad de informadores usados, entonces el exceso resultante de oligos no ligados puede bloquear la
hibridacion del informador con el oligo.

Los pares de anticuerpos se marcaron con oligos usando los métodos descritos en el Ejemplo 8. Estos oligos se
disefaron para incluir un oligo puente que tenia una superposicion de 9 bases y temperaturas de fusiéon de 37°C en PBS
1X. El oligo puente tenia 18 bases y un marcador de biotina con fines de purificacion. Los oligos ligados tienen 18 bases
de solapamiento con el puente biotinilado y, por lo tanto, los oligos ligados son mas estables que los oligos no ligados
que estan unidos a los anticuerpos. Los oligos biotinilados se aislan de la solucion sobre perlas magnéticas recubiertas
con estreptavidina. Se determin6é que solo los oligos ligados tienen temperaturas de fusion suficientemente altas para
permanecer unidos a los oligos biotinilados después de una etapa de enjuague usando condiciones de amortiguacion
rigurosas.

La Figura 13 demuestra como se purifican diversos componentes en una variedad de condiciones de regulador. Los
componentes estaban presentes en solucion a las concentraciones utilizadas en el ensayo. Las soluciones fueron
digeridas por proteasa antes de la purificacion para liberar los oligos de los anticuerpos, como se realiza en el ensayo.
Como se esperaba por las estimaciones de temperatura de fusion, el SSPE 0,03X proporcioné el regulador mas
eficiente. PROXO05 representa un producto ligado que se retiene después de esta etapa de enjuagado.

Ejemplo 8. Deteccion de proteinas usando mediciones indirectas - Ensayo multiplexado en solucién

Este ejemplo es similar al Ejemplo 1, sin embargo, la detecciéon es multiplexada y utiliza una quimica de acoplamiento
diferente entre los anticuerpos y los oligos.

Bioinformatica

Se disefiaron oligos sefial con una reactividad cruzada minima a un intervalo de temperaturas, tipicamente desde
aproximadamente 4 hasta aproximadamente 37°C, y PBS 1X. Solapamientos unicos entre oligos sefial y oligos de
marcacion tenian temperaturas de fusion de 51 a 56 en PBS 1X para permitir la hibridacion del oligo sefial con el oligo
de marcacién a 37°C. Estos solapamientos de 15 a 17 bases tenian temperaturas de fusion de 41 a 45°C en SSPE 0,1X
para permitir la elucion después de una purificacion de perlas magnéticas.

Acoplamiento de oligo a anticuerpos

Los oligonucledtidos se acoplaron a anticuerpos usando quimica de aldehido-hidracina. Todos los anticuerpos y el
objetivo se adquirieron de R & D Systems, Inc. (Minneapolis, MN). Cada anticuerpo A (ver Tabla 1) se desal6 usando
una columna de centrifugacion de exclusion por tamafio (0,5 ml Zeba Spin Column, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Se
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hizo reaccionar 6-hidrazinonicotinato de succinimidilacetona hidrazona (Solulink, San Diego, CA) con cada anticuerpo A.
Cada anticuerpo se purificé de nuevo usando una columna de centrifugacion de exclusion por tamario.

Tabla 1. Anticuerpos

Numero de las partes

Proteina Objetivo Anticuerpo A Anticuerpo B

TNF alfa  210-TA-010 MABG610 BAF210
IL1 alfa 200-LA-002 MAB200 BAF200
IL6 alfa 206-TA-010 MAB206 BAF206
VEGF 293-VE-010 MAB293 BAF293

Los oligos de amina se desalaron usando una columna de centrifugacion de membrana (5K MWCO VivaSpin, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA). Se hicieron reaccionar 20 equivalentes molares de benzoato de succinimidil-4-formilo
(Solulink, San Diego, CA) con cada oligo. Los oligos se purificaron de nuevo usando columnas de centrifugacion de
membrana.

Cada oligo modificado correspondiente se hizo reaccionar con el correspondiente anticuerpo modificado en una
proporcion molar de 3 a 1. Este se purificé en una columna de centrifugaciéon (columna Zeba Spin de 2 ml, Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA). La Tabla 2 muestra que entre 1-2 oligos se unieron a cada anticuerpo al final del proceso de
recuento (Oligo:Ab).

Tabla 2. Relaciones de sustitucion molar que muestran el control de calidad y las capacidades de cuantificacion del
proceso de acoplamiento anticuerpo - oligo

Anticuerpo MSR (relacion de sustitucion molar)
Proteina objetivo | 4FB:oligo | HyNic:Ab | Oligo:Ab
TNF-alfa 1,46 7,3 1,48
IL1alfa 2,31 11 1,53
VEGF 3,58 7,0 2,07
IL6 1,34 7.4 1,37

Hibridacion del oligo sefial con el anticuerpo de deteccion

Cada oligo sefial unico se hibrida previamente por separado con el oligo Unico unido a cada anticuerpo A mediante la
adicién de un anticuerpo A enlazado al oligo y el oligo sefial correspondiente en una relacion de 4:1, relacion de oligo
sefial:anticuerpo. Se contemplan otras relaciones.

Formacion del complejo objetivo y anticuerpos

Se cre6 una mezcla maestra 2X que contenia: cada anticuerpo A hibridado con oligo sefial y anticuerpo B biotinilado (4
pares) en un solo tubo a aproximadamente 1 x 107'® a 1 x 10 M, con bloqueadores (espermatozoides de salmén). Las
proteinas diana se afiadieron a la dilucion deseada (< 1 x 10 M) a alicuotas de esta mezcla maestra. Los anticuerpos
estaban a una concentracion 10X sobre un Kd estimado de 10-'® a 108 M. La mezcla se incubo.

El complejo de proteina diana y anticuerpos se purificé usando Dynabeads® acoplado con estreptavidina (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo.

Elucion de oligo sefial

Se lavé el complejo de proteina diana/anticuerpo aislado y se eluyé el oligo sefial a mas de 45°C usando SSPE 0,1X
durante 10 a 15 minutos. Se contemplan periodos mas cortos y mas largos

Deteccion del oligo sefal:

24



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 627063 T3

La deteccion del oligo sefial en cada muestra se llevé a cabo utilizando un sistema nanoinformador dual que tenia tanto
sondas de nanoinformador marcadas como sondas de nanoinformador no marcadas. Se hibridaron los oligos sefial de
cada muestra con las concentraciones finales de los reactivos de hibridacion como sigue: sonda informadora marcada
con sonda biotinilada no marcada, SSPE 5X (pH 7,5), reactivo de Denhardt 5X (Sigma), ADN de esperma de salmoén
cortado (Sigma) y detergente. Los reactivos se mezclaron y se incubaron en un bloque termociclador con una tapa
calentada durante 16 horas.

Purificacién posterior a la hibridacion

Para eliminar informadores no hibridados, se purificaron las reacciones sobre perlas magnéticas (Invitrogen™R)
acopladas a oligonucleétidos complementarios a la secuencia de repeticion 3' contenida en cada sonda biotinilada. Las
reacciones se diluyeron primero con SSPE en una mezcla de detergente al 0,1%/TE y se permitié6 que se unieran a
perlas a mas de 20°C con rotacion continua. Las perlas se lavaron tres veces en SSPE y detergente y se eluyeron los
complejos hibridados en SSPE 0,1X/0,1%/mezcla de detergente durante 15 minutos a 45°C. Después de la elucion, las
muestras se purificaron una segunda vez para retirar el exceso de sondas biotiniladas mediante uniéon a perlas
magnéticas acopladas a oligonucledtidos complementarios a la secuencia de repeticion 5' contenida en cada sonda
informadora. Las eluciones de las perlas de repeticion anti-3' se llevaron a una concentracion final de SSPE 1X y se
unieron durante 15 minutos a 22,5°C con rotacion. Las perlas se lavaron como anteriormente y se eluyeron en SSPE 0,1
x /0,1%/mezcla de detergente a mas de 40°C. Las muestras doblemente purificadas se prepararon entonces para la
captura como se describe a continuacion.

Captura, estiramiento y formacién de imagenes del informador NanoString

Se afiadié a cada muestra una solucién de una formulacién personalizada de microesferas fluorescentes Tetraspeck
(InvitrogenMR). Las muestras se cargaron en un dispositivo fluidico NanoString procesado y se formaron imagenes.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 10. Los resultados de este experimento mostraron que se detectaron
simultaneamente 4 proteinas mediante el ensayo descrito aqui (Figura 10). Las proteinas detectadas fueron TNFaq,
IL1a, IL6 y VEGF. Este experimento mostro sensibilidades de aproximadamente 1x10'2 M. La Figura 11 muestra los
mismos datos representados frente a la muestra de fluido. Un experimento posterior (Figura 12) mostré que el limite de
deteccién de dos de estas proteinas era de 26 y 38 pg/ml (1,4 x 102y 1,9 x 102 M para IL1a e IL6, respectivamente).

Las mejoras en el fondo, es decir, la reduccion de la deteccion de fondo o la mejora de las relaciones de deteccion de
fondo con respecto al blanco, permiten aumentos de sensibilidades de aproximadamente 2 6rdenes de magnitud, por lo
que la sensibilidad alcanzaria 1 x 10"'* M o significativamente < 1 pg/ml.

Ejemplo 9. Informador de sonda anti-estreptavidina

Se marc6 un anticuerpo anti-estreptavidina (Affinity Bioreagents, Rockford, IL) con un oligonucleétido (oligo), como se
describe en el Ejemplo 1.

En un ejemplo particular de esta realizacion, se hibriddé un oligo marcado con anticuerpo con un informador a una
concentracion de 0,05 nM, a una temperatura de 45°C, en regulador de SSPE 1x, durante la noche. Habia una
superposicion de 25 bases entre el informador y el oligo que estaba unido al anticuerpo. Esta superposicion puede
acortarse, si se desea. En ciertas realizaciones, la superposicion es opcionalmente 1, 5, 10, 15, 20, 25 bases o
cualquier longitud entre ellas. Una superposicién mas corta de las bases entre el indicador y el oligo en el anticuerpo
permite una mayor eficiencia de hibridacion del anticuerpo-oligo con el informador a temperaturas que producen
estabilidad del anticuerpo. Se introdujo un informador con una sonda de anticuerpo anti-estreptavidina en la camara de
flujo del cartucho (a una concentracion de 0,025 nM en regulador SSPE 0,25X) y se dejé que un primer extremo del
indicador se uniera a la superficie de estreptavidina durante 10 minutos. Después, la camara se lavo con regulador TAE.
Los informadores se estiraron y posteriormente se inmovilizaron en la superficie utilizando primero un campo eléctrico
de 200 voltios (V)/centimetro (cm) y, segundo, introduciendo oligos biotinilados para unir un segundo extremo del
informador a la superficie. La muestra se lavo de nuevo con TAE, y se introdujo SlowFadeMR para estabilizar los
colorantes. A continuacion, se tomé una imagen de esta muestra.

La Figura 14 muestra que solo se detecto el informador con la sonda anti-estreptavidina (S16).
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Reivindicaciones

1. Un método para determinar la concentracién de al menos una proteina en una muestra que comprende las etapas:
(a) proporcionar:

(i) al menos una proteina;

(ii) una primera sonda de proteina especifica para una primera regién de dicha al menos una proteina, en donde dicha
primera sonda de proteina esta unida a una primera region de captura o a una primera matriz;

(iii) una segunda sonda de proteina especifica para una segunda region de dicha al menos una proteina, en donde
dicha segunda sonda de proteina comprende un oligo sefial; y

(iv) cuando dicha primera sonda esta unida a una primera regién de captura: una segunda matriz que tiene unida a ella
una fraccion que es capaz de unirse a dicha region de captura en dicha primera sonda de proteina;

(b) formar al menos un primer complejo que comprende dicha al menos una proteina, dicha primera sonda de proteina 'y
dicha segunda sonda de proteina, en donde dicha al menos una proteina esta unida a dichas primera y segunda sondas
de proteina, y en donde cuando dicha primera sonda esta unida a una primera regiéon de captura, dicha sonda de
captura esta unida a dicha fraccion en dicha segunda matriz;

(c) liberar dicho oligo sefial de dicho primer complejo;

(d) formar un segundo complejo que comprende (1) al menos dicho oligo sefial y (2) al menos una sonda de oligo que
comprende una region especifica del oligo sefal y una regidon que comprende un nanoinformador en donde dicho
nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes marcadores detectables;

(e) detectar individualmente dicho segundo complejo o al menos parte de dicho segundo complejo por un método que
comprende contar individualmente la presencia de la pluralidad de diferentes marcadores detectables de dicho
nanoinformador, en donde el recuento de la pluralidad de diferentes marcadores detectables es indicativo de la
concentracion de dicha proteina en dicha muestra.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho oligo sefial esta unido a una segunda regidon de captura,
preferiblemente en el que dicha liberacion de dicho oligo sefial comprende ademas capturar directa o indirectamente
dicha molécula de senal en una tercera matriz,

preferiblemente en donde dicho nanoinformador comprende ademas una regién constante que comprende una
pluralidad de secuencias de repeticion de nucleétidos, y preferiblemente en donde dicha region constante esta unida a
una segunda fracciéon en dicha tercera matriz, en donde dicha segunda fraccién es capaz de unirse a dicha region
constante.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la matriz, o la primera o segunda matriz, respectivamente, se selecciona
del grupo que consiste en una perla y una matriz.

4. Método de la reivindicacion 1, que comprende ademas determinar la concentracion de una pluralidad de proteinas
diana por un método que comprende formar una pluralidad de complejos, comprendiendo cada complejo (i) al menos
una proteina diana (ii) una primera sonda de proteina especifica para una primera regién de dicha al menos una
proteina, en donde dicha primera sonda de proteina esta unida a una region de captura o una primera matriz (i) una
segunda sonda de proteina especifica para una segunda regién de dicha al menos una proteina, en donde dicha
segunda sonda de proteina comprende un oligo sefial, en donde cuando dicha primera sonda esta unida a una primera
region de captura, dicha sonda de captura esta unida a dicha fraccién en dicha segunda matriz, y en donde cada
segunda sonda de proteina en cada una de dicha pluralidad de complejos que comprende un oligo sefial diferente,

preferiblemente en donde la primera matriz es una perla y la perla comprende una pluralidad de primeras sondas de
proteina idénticas.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que se determina la concentracién de hasta 2.000, o hasta 980, diferentes
proteinas diana.

6. Un método para determinar la concentracién de al menos una proteina en una muestra que comprende las etapas:
(a) proporcionar:
(i) al menos una proteina;

(ii) una primera sonda de proteina especifica para una primera regién de dicha al menos una proteina, en donde dicha
primera sonda de proteina esta unida a un primer oligo;

26



10

15

20

25

30

35

ES 2 627063 T3

(iii) una segunda sonda de proteina especifica para una segunda region de dicha al menos una proteina, en donde
dicha segunda sonda de proteina esta unida a un segundo oligo;

(b) formar un primer complejo que comprende dicha al menos una proteina, dicha primera sonda de proteina y dicha
segunda sonda de proteina, en donde dicha al menos una proteina esta unida a dichas sondas de proteina primera y
segunda,

(c) ligar dicho primer oligo y dicho segundo oligo para formar un oligo sefial

(d) formar un segundo complejo que comprende (1) al menos dicho oligo sefial y (2) al menos una sonda oligo que
comprende una region especifica de oligo sefial y una regién que comprende un nanoinformador en donde dicho
nanoinformador comprende una pluralidad de diferentes de marcadores detectables

(e) detectar individualmente dicho segundo complejo o al menos parte de dicho segundo complejo por un método que
comprende contar individualmente la presencia de la pluralidad de diferentes etiquetas detectables de dicho
nanoinformador, en donde el recuento de la pluralidad de diferentes marcadores detectables es indicativo de la
concentracion de dicha proteina en dicha muestra.

7. El método de la reivindicacién 6 que comprende ademas liberar dicho oligo sefial de dicho primer complejo,
preferiblemente en donde dicho oligo sefial comprende una regién de captura,

preferiblemente en donde dicha liberacion de dicho oligo sefial comprende ademas capturar directa o indirectamente
dicha molécula sefial en una matriz.

8. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 6, en el que dicha deteccién individual comprende ademas la
deteccion de una sefal digital.

9. El método segun la reivindicacion 6, que comprende determinar ademas la concentracion de una pluralidad de
proteinas diana por un método que comprende formar una pluralidad de complejos, comprendiendo cada complejo (i) al
menos una proteina diana (ii) una primera sonda de proteina especifica para una primera region de dicha al menos una
proteina, en donde dicha primera sonda de proteina esta unida a un primer oligo (iii) una segunda sonda de proteina
especifica para una segunda region de dicha al menos una proteina, en donde dicha segunda sonda de proteina esta
unida a un segundo oligo, en donde la ligacién de dicho primer oligo y dicho segundo oligo forman un oligo sefial, y en
donde cada complejo en dicha pluralidad de complejos comprende un oligo sefial diferente.

10. El método de la reivindicaciéon 4 o la reivindicacion 9, en el que se determina la concentracion de dos o mas
proteinas diana, preferiblemente en la que la concentracion de 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 500, 600, 700,
800, 900, 1.000 o mas de 1.000 proteinas diana diferentes,

preferiblemente, de acuerdo con la reivindicacion 8 cuando depende de la reivindicacién 6, se determina la
concentracion de al menos 972 proteinas diana diferentes.

11. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 6, en el que dicha primera sonda de proteina y dicha segunda
sonda de proteina se seleccionan independientemente, o la region especifica del objetivo se selecciona,
respectivamente, del grupo que consiste en anticuerpo, péptido, aptamero y peptoide.

12. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 6, en el que dicho nanoinformador comprende una cadena
principal de acido nucleico de cadena sencilla, comprendiendo dicha estructura una pluralidad de regiones de unién del
marcador unidas covalentemente entre si en una combinacién lineal, en la que cada regién de unién del marcador se
hibrida con una secuencia de polinucleétidos complementaria que tiene unida al marcador detectable.
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5) El oligo puente tiene una marcacién
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Informador de sonda anti-estreptavidina (S16)
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